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ES 2651163 T3

DESCRIPCION
Procedimiento y dispositivo de analisis de una muestra biologica
Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo del analisis de muestras bioldgicas que puede comprender varios microorganismos
diferentes, y mas particularmente a la deteccion y a la identificacion de mezclas microbianas, a partir de técnicas de
medicion que producen una sefial numérica multidimensional representativa de la muestra bioldgica objeto del
analisis.

Estado de la técnica

Se conoce utilizar la espectrometria o la espectroscopia para identificar unos microorganismos, y mas
particularmente unas bacterias. Para hacer esto, se prepara una muestra de un microorganismo desconocido a
identificar y después se adquiere y se pre-trata un espectro de masa, vibracional o de fluorescencia, de la muestra,
en particular para eliminar la linea de base (comunmente denominada “baseline”) y para eliminar el ruido. El
espectro pre-tratado se “compara” entonces con ayuda de una herramienta de clasificacion con una base de
referencia construida a partir de un conjunto de espectros asociados a taxones de microorganismos identificados,
por ejemplo unas especies, mediante un método de referencia.

Mas particularmente, la identificacion de microorganismos por clasificacion consiste clasicamente en una primera
etapa de determinacion, con la ayuda de un aprendizaje supervisado, de un modelo de clasificacion en funcién de
los espectros denominados de “aprendizaje” de microorganismos de los cuales se conoce previamente las especies,
definiendo el modelo de clasificacion un conjunto de reglas que distinguen estas diferentes especies entre los
espectros de aprendizaje, y en una segunda etapa de identificacion, o de “prediccion”, de un microorganismo
particular desconocido. Esta segunda etapa consiste en particular en hacer la adquisicion de un espectro del
microorganismo a identificar, en pre-tratar el espectro y en aplicar al espectro pre-tratado un modelo de prediccion
construido a partir del modelo de clasificacion a fin de determinar al menos la especie a la que el microorganismo
desconocido pertenece.

Tipicamente, un aparato de identificacidon por espectrometria o espectroscopia comprende asi un espectrometro o
espectroscopio y una unidad de adquisicion y de tratamiento que recibe los espectros medidos, digitalizando estos
ultimos con el fin de obtener un vector de intensidad numérica multidimensional y utilizando la segunda etapa antes
citada en funcién del vector numérico producido. La primera etapa es, por su parte, realizada por el fabricante del
aparato, que determina el modelo de clasificacion y el modelo de prediccion y lo integra en la maquina antes de su
explotacién por un cliente.

Hasta ahora, sea cual sea la técnica de medicién o el algoritmo de identificacion considerado, el analisis de una
muestra biologica se limita a muestras que comprenden un solo y unico tipo de microorganismo. En efecto, el
analisis de muestras bioldgicas que comprenden una pluralidad de microorganismos diferentes es particularmente
dificil y se observa en particular que los algoritmos de prediccion que se basan en modelos de clasificacion no
consiguen detectar que una muestra biolégica comprende varios microorganismos, y por lo tanto tampoco identificar
los microorganismos contenidos en tal muestra.

Asi, previamente a cualquier etapa de identificacion por espectrometria o espectroscopia, una muestra a ensayar, de
la cual se busca conocer los microorganismos que contiene, se somete en primer lugar a una etapa de tratamiento
biolégico que tiene como objetivo aislar los diferentes tipos de microorganismos. Se prepara después una muestra
bioldgica objeto de una identificacion por espectrometria o espectroscopia a partir de un solo tipo de microorganismo
aislado. Por ejemplo, tratandose de la identificacion de bacterias, se prepara una solucién del producto a ensayar,
después la solucion obtenida se pone en presencia de uno o varios medios de cultivo, por ejemplo en una o varias
cajas de Petri. Después de la incubacién, se identifican y se aislan entonces diferentes colonias bacterianas,
pudiendo cada una de ellas ser objeto de una identificacion posterior.

Ahora bien, tal preparacién de muestra biologica puede llevar mucho tiempo, necesitando en efecto algunos tipos de
microorganismos unos tiempos de incubacién de varios dias. Ademas, algunos microorganismos necesitan un medio
de cultivo muy especifico para crecer.

Ademas del coste que esto genera, existe siempre un riesgo de no hacer crecer todos los diferentes
microorganismos comprendidos en el producto a ensayar, y por lo tanto un riesgo de “perder” un microorganismo.
Esta etapa preliminar de preparacion, hecho obligatorio debido a la incapacidad de los algoritmos de identificacion
basados en modelos de clasificaciéon para analizar de manera eficaz unas mezclas polimicrobianas, es por lo tanto
una fuente de error importante.

Descripcion de la invencion
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El objetivo de la presente invencion es proponer un procedimiento de analisis de muestra biolégica que permite
analizar una muestra biologica, independientemente del hecho de que ésta comprenda uno o varios
microorganismos diferentes, en funcién de una Unica medicion de la muestra, en particular por espectroscopia,
espectrometria, o cualquier tipo de medicién que produce un vector de intensidad numérica multidimensional.

Para este proposito, la invencion tiene por objeto un procedimiento de deteccion en una muestra biologica de al
menos dos microorganismos que pertenecen a dos taxones diferentes entre un conjunto predeterminado y; } de un
numero de K taxones de referencia y; diferentes, estando cada taxén de referencia y; representado por un vector de
intensidad de referencia predeterminada P; de un espacio R°, o “prototipo” obtenido sometiendo al menos una
muestra bioldgica de referencia, que comprende un microorganismo que presenta el taxén de referencia, a una
técnica de medicion que produce una sefial numérica multidimensional representativa de la muestra de referencia, y
determinando dicho vector de referencia en funcion de dicha sefial numérica multidimensional, en la que p es
superior a 1, comprendiendo el procedimiento:

* la adquisicion de una sefal numérica multidimensional de la muestra biolégica mediante la tecnologia de medicion;
* la determinacion de un vector de intensidad x de R” en funcidn de la sefial numérica multidimensional adquirida;

N N AN AN
* la construccion de un conjunto {y } de modelos candidatos y ;= (¥, ¥ o) modelizando el vector de intensidad x

segun la relacion:
K
o ~ pla) PN
X = Z jf} + Polp

expresion en la que:

N N
o X es un vector de R° que reconstruye el vector de intensidad x por el modelo ¥ j;

A
o ¥ ¢ es un escalar real y I, es el vector unidad de R’;

A K.
componente de un vector y de "t °

enésimo

o VjE[[1,K]], 7 eselj

P =y a; P

oVjE[[1,K]], i y

o V(i,j) € [[1 ,K]]Z, aj es un coeficiente predeterminado;

A A A
* la seleccion de un modelo candidato y se entre el conjunto {y } de los modelos candidatos y j, solucién de un

problema segun la relacion:

?se[ = argmin(cv(?t) + Cc(?[))
PiE{F]

expresion en la que:

N
o Cy(y 1) es un criterio que cuantifica un error de reconstruccion entre el vector de intensidad de la muestra bioldgica

N
x y la reconstruccion X; del vector de intensidad x por un modelo candidato y ;; y

A A
o C¢(y 1) es un criterio que cuantifica la complejidad de un modelo candidato ¥ ;.

* y la determinacion de la presencia en la muestra biolégica de al menos dos microorganismos que pertenecen a
A A
unos taxones diferentes del conjunto predeterminado {7 ;} de taxones cuando al menos dos componentes ¥ ; del
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A A
vector ¥ del modelo candidato seleccionado ¥ s son superiores a un valor limite predeterminado estrictamente

positivo.
Para este propésito, la invencion tiene también por objeto un procedimiento de identificacion de microorganismos

N
presentes en una muestra bioldgica entre un conjunto predeterminado {y ;} de un numero de K taxones de referencia

diferentes y;, estando cada taxén de referencia y; representado por un vector de intensidad de referencia
predeterminada P; de un espacio R’ obtenido sometiendo al menos una muestra biologica de referencia que
comprende un microorganismo que presenta el taxén de referencia a una técnica de medicién que produce una
sefial numérica multidimensional representativa de la muestra de referencia y determinando dicho vector de
referencia en funciéon de dicha sefial numérica multidimensional, en la que p es superior a 1, comprendiendo el
procedimiento:

* la adquisicion de una sefial numérica multidimensional de la muestra biolégica mediante la tecnologia de medicion;
= la determinacién de un vector de intensidad x de R° en funcién de la sefial numérica multidimensional adquirida;

N N NN
= la construccién de un conjunto {y ;} de modelos candidatos y ;= (¥, ¥ o) que modelizan el vector de intensidad x

segun la relacion:

K
x = Z}?jﬂ-(a) + Polp
J=1

expresion en la que:

A N
o X, es un vector de R° que reconstruye el vector de intensidad x por el modelo y ;;

A
o ¥ o es un escalar real y Ip es el vector unidad de R

A . A K.
o Vj € [[1,K]], 7 es el ™ componente de un vector y de RY:

(@)
o Vi€ [[1.K],

o V(i,j) € [[1 ,K]]Z, aj es un coeficiente predeterminado;

K .
= _a. P
1=1" i
! y

A A A
= la seleccién de un modelo candidato 7 se entre el conjunto {y j} de los modelos candidatos y ;, solucién de un
problema segun la relacion:

?se[ = argmin(cv(?t) + Cc(?[))
PiE{F]

expresion en la que:

N
o Cy(y 1) es un criterio que cuantifica un error de reconstruccion entre el vector de intensidad de la muestra biologica

A A
x y la reconstruccion X 4, del vector de intensidad x por un modelo candidato y ; y

A A
o C¢(y 1) es un criterio que cuantifica la complejidad de un modelo candidato v j;

= y la determinaciéon de la presencia en la muestra biolégica de un microorganismo de taxén y; del conjunto
A A A
predeterminado {y;} para cada componente y ; del vector y del modelo candidato seleccionado ¥ s superior a un

valor limite predeterminado estrictamente positivo.
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Para este propésito, la invencién tiene también por objeto un procedimiento de determinacion de la abundancia
relativa en una muestra bioldgica que pertenece a dos taxones diferentes entre un conjunto predeterminado {y;} de
un numero de K taxones de referencia y; diferentes, estando cada taxén de referencia y; representado por un vector
de intensidad de referencia predeterminada P; de un espacio R° obtenido sometiendo al menos una muestra
bioldgica de referencia, que comprende un microorganismo que presenta el taxon de referencia, a una técnica de
medicion que produce una sefial numérica multidimensional representativa de la muestra de referencia y
determinando dicho vector de referencia en funciéon de dicha sefial numérica multidimensional, en la que p es
superior a 1, comprendiendo el procedimiento:

* la adquisicion de una sefial numérica multidimensional de la muestra biolégica mediante la tecnologia de medicion;
= la determinacién de un vector de intensidad x de R° en funcién de la sefial numérica multidimensional adquirida;

N N AN A
= la construccion de un conjunto {y ;} de modelos candidatos v ;= (y,y 0); que modelizan el vector de intensidad x

segun la relacion:

expresion en la que:

N N
o X ;es un vector de R’ que reconstruye el vector de intensidad x por el modelo y j;

A
o ¥ o es un escalar real y I, es el vector unidad de R’;

;enésimo

o VjE[[1,K]], yjeselj componente de un vector y de Rf :
(@) _ gx .
eviehy, G- 2= Gy

o V(i,j) € [[1 ,K]]Z, aj es un coeficiente predeterminado;

A A A
= la seleccién de un modelo candidato y se entre el conjunto {y j} de los modelos candidatos y ;, solucién de un
problema segun la relacion:

?se[ = argmin(cv(?t) + Cc(?[))
PiE{F]

expresion en la que:

N
o Cy(y 1) es un criterio que cuantifica un error de reconstruccion entre el vector de intensidad de la muestra biologica

N N
x y la reconstruccion X ; del vector de intensidad x por un modelo candidato y ;; y

N N
o C(y 1) es un criterio que cuantifica la complejidad de un modelo candidato v j;

= y la determinacién de la abundancia relativa en la muestra bioldgica relativa C; de un taxén de referencia y; segun la
relacion:

C = ](?sel)

iy g - RY x RE R¥ T RE
expresion en la que J es una funcion matricial de “*+ + en &+ yC=(Cq...GCj... Cx)' esunvectorde "'+ con

vj € [[1,K]], C; es la abundancia relativa del taxdn de referencia y;.
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Por “deteccion” se entiende aqui la determinacion del caracter polimicrobiano de una muestra bioldgica. La
“identificacion” de un microorganismo se refiere a la determinacion de un dato propio al microorganismo, por ejemplo
su especie, su sub-especie, su género, su gram, etc. y de manera mas general cualquier dato considerado util que
entra en la construccién de una identidad Unica del microorganismo.

El término “taxén” designa en particular una nocion mas amplia que el término “taxén” utilizado para caracterizar la
posiciéon de un nudo, de una hoja o de la raiz de una clasificacién taxonémica de lo vivo. En los términos de la
invencion, el término taxén designa cualquier tipo de clasificacion de seres vivos que se considere util. En particular,
la invencion se aplica a clasificaciones taxonémicas clasicas, clasificaciones basadas en fenotipos clinicos y
clasificaciones hibridas basadas en caracteristicas taxonémicas en el sentido clasico del término y de los fenotipos
clinicos.

Por “técnica de medicion” se entiende aqui una medicién que comprende la produccion de una sefial compleja que
es digitalizada. Entre este tipo de medicién, se puede citar por ejemplo la espectrometria de masa, en particular la
espectrometria MALDI-TOF y la espectrometria ESI-MS, la espectroscopia vibracional, en particular la
espectroscopia RAMAN, la espectroscopia por fluorescencia, en particular la espectroscopia por fluorescencia
intrinseca, o la espectroscopia infrarroja. Cada una de estas técnicas produce un espectro que esta digitalizado,
dando asi lugar a una sefial numérica multidimensional representativa de la muestra objeto de la medicion.

En otras palabras, la invencion consiste en producir unos modelos candidatos obtenidos mezclando unos vectores
de intensidad representativos cada uno de un taxén previamente identificado con la ayuda de la técnica de medicién
en cuestion, después en retener el modelo candidato que ofrece el mejor compromiso entre la aproximacion del
vector de intensidad de la muestra sometida al analisis y la complejidad del modelo candidato. En efecto, se observa
que el modelo que estima mas fielmente la muestra biolégica no es el que permite la reconstruccién mas precisa del
vector de intensidad, sino el que es al mismo tiempo suficientemente preciso y de complejidad moderada. Los
inventores han sefialado asi que un algoritmo que presenta tal estructura permite al mismo tiempo detectar la
presencia de varios microorganismos en una muestra e identificar los microorganismos presentes en la muestra con
un porcentaje de éxitos elevado.

Segun un modo de realizacién de la invencion, V(i) € [[1 ,K]]Z, aj es un coeficiente de similitud entre los vectores de
referencia P; y P; de los taxones de referencia y; y y;. En particular, los coeficientes de similitud se pueden definir
como los productos escalares entre los vectores de intensidad, normalizados o no o, cuando los vectores de
referencia enumeran unos picos comprendidos en unos espectros producidos por la técnica de medicién, como sus
coeficientes de Jaccard. En efecto, se observa que la proximidad bioldgica entre dos taxones diferentes induce una
proximidad entre los dos vectores de referencia de estos taxones. Se puede identificar asi un microorganismo de
taxon de referencia y; en una muestra bioldgica ademas de, o en lugar de, un microorganismo de taxén de referencia
yi cuyo vector de referencia P; es muy proximo del vector de referencia P; del taxén y;. La creacion de vectores de
(a) = K a;: P;

referencia ajustados " J t=1"4" ! teniendo en cuenta la proximidad bioldgica entre unos taxones de
referencia minimiza por lo tanto los errores de deteccién y de identificacion.

N N N N
Segun un modo de realizacion, y o = 0, y la construccion del conjunto {y ;} de los modelos candidatos v, = (v ,0)

comprende la resolucién de un conjunto de problemas de optimizaciéon para valores de un parametro A de R:,
estando cada problema definido segun la relacion:

X
yERK

P 2
#(A) = argmin| |[x — Z ng.(‘” +Alyly
j=1

expresion en la que [y|1 es la norma L1 del vector y.

En otras palabras, la construccion de los modelos candidatos comprende una penalizacion de tipo LASSO que hace

NI A

intervenir un primer término que comprende el error de construccion x - J=UT y un segundo término de

ponderacion [y|1 en base a la norma L1. Para un término 2 nulo, el modelo candidato obtenido es aquel que minimiza

el error de reconstruccion bajo una restriccion de positividad de los coeficientes del modelo. Como se ha dicho

anteriormente, este modelo generalmente no es el que estima mejor la muestra bioldgica, ya que presenta
N

habitualmente la complejidad méas elevada debido a unos componentes ¥ ; en mayoria, incluso e totalidad, no nula.

N
A medida que el parametro 2. aumenta, se observa que los componentes y ; se vuelven nulos por un lado, unos
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después de otros. Recorriendo los valores de A, se obtiene por lo tanto un conjunto de modelos candidatos que

N
tienen cada uno una estructura de y Unica. La aplicacion de este tipo de algoritmo permite, por lo tanto, realizar una

preseleccion de un numero reducido de estructuras de modelos entre las 2% estructuras de modelo posible. Como,
por otro lado, cada problema de optimizacion es convexo, es posible calcular muy rapidamente los modelos
candidatos. Se obtiene asi una aceleracion sensible del procedimiento segun la invencion.

En una variante, el escalar yo es no nulo, y el problema de optimizacion descrito anteriormente se reescribe segun la
relacion:

2

K
PO 7o) = argmin | |lx={ > yE@ vty ||+l
=

YERY . YoERy

Se pueden seleccionar asi unas estructuras diferentes.

N N N
Segun otro modo de realizacion, yo = 0, y la construccion de {y ;} de los modelos candidatos y ; = (¥ ,0); comprende

la resoluciéon de un conjunto de problemas de optimizacion para unos valores de parametros A y B de R., estando
cada problema definido segun la relacién:

X
yerX

2
K

¥ (4, B) = argmin x—Zy)—%m) + 4w, G)]/|1 + B|w, Oy|2
j=1

expresion en la que:
*| |+ es la norma L1;
*| |2 es la norma L2;

= a © b es el producto término por término de los vectores ay b; y

= W1y W2 son unos vectores de peso predeterminadas de Rf :

En otras palabras, la construccion de los modelos candidatos por el método LASSO se lleva a cabo con la ayuda de
un algoritmo de tipo LARS-EN (por «Least Angle Regression - Elastic Net) con penalizacion de tipo «elastic net” (§ =
0) combinado con una penalizacion adaptativa (w1 = w» = Ik). El algoritmo LARS-EN es, por ejemplo, aquel de Zou y
Hastie que estda comprendido en el médulo «R elasticNet» disponible en la direccién http://cran.r-
project.org/web/packages/elasticnet/. En una variante, sélo se utiliza la penalizacion de tipo «elastic net», es decir
que B esta colocada nula, o sélo se utiliza la penalizacion de tipo LASSO adaptativo, es decir que wy y w; se colocan
iguales al vector unidad Ik de R* se pueden obtener unas estructuras diferentes para los modelos candidatos. De
manera ventajosa, la version adaptativa permite incluir informacion, a priori sobre los taxones que son susceptibles
de estar contenidos en la muestra bioldgica. Por ejemplo, seleccionando un componente de los vectores w1 w> mas
bajo que los otros componentes, permite hacer mas verdadera la presencia del taxén que corresponde a este
componente en la muestra bioldgica.

A
En una variante, el escalar y ¢ es no nulo, y el problema de optimizacion descrito anteriormente se reescribe segun
la relacion:

2

R
GO 7o) = argmin | flx={ D yp@ 4 pohp ||| +ilwy O], +6w, O,
j=1

rer¥ypens

Se pueden considerar otros enfoques que permiten una preseleccion diferente de un algoritmo de tipo LARS-EN,
como por ejemplo un algoritmo de tipo «stepwise» simple o estructurado, como por ejemplo el descrito en el
documento “Structured, sparse regression with application to HIV drug resistance” de Daniel Percival et al., Annals of
Applied Statistics, 2011, vol. 5, N° 2A, 628-644, incluso un enfoque exhaustivo que tiene como objetivo evaluar un
numero importante de estructuras de modelo candidato entre las 2X estructuras posibles.
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N
De manera ventajosa, para cada vector y solucién de un problema de optimizacién, se calcula un nuevo modelo

o _ (pm nlni)
: i=\"Yo ), . Aol " .

candidato , ¥ sustituye el modelo y ;= (y,0), que corresponde al vector y , correspondiendo los
N S (Atm Alm) N

Im yl - y :Vo IR
componentes del vector ¥ del nuevo modelo a los componentes nulos del vector y,

a _ (alm ~lm

=75,

forzandose a cero, y calculandose el nuevo modelo
segun las relaciones:

resolviendo el problema de optimizacion

P
. P 1
(7™ 74 ) = argmax( 2 n(2ma(x)?) - W;(’“’ —x)?

YiMeRy
ylmERf

p
1
a(x;)? = —Z(Xb —Xp)?
pb:l

) =V, + Z yim pl

F75#0

expresiones en las que:

enésimo

“xpeselb componente del vector de intensidad de la muestra bioldgica x; y

Im p{@)
X, =y, + Zj:?j>0}’j F

enésimo

" Xpeselb componente del vector de reconstruccion
En otras palabras, los modelos candidatos se recalculan mediante un modelo lineal estandar conservando las
estructuras de vectores obtenidas al final de la realizacion del enfoque LASSO o analogo. Debido a la ponderacion
del error de reconstruccion por un término en base a la norma L1, los modelos candidatos obtenidos por un enfoque
LASSO presentan una verosimilitud reducida, a pesar de que presentan unas estructuras pertinentes. Los modelos
candidatos se recalculan ventajosamente conservando las estructuras determinadas por el enfoque LASSO vy
maximizando su verosimilitud, tal como se define en un modelo lineal estandar. Se refuerza asi la calidad del analisis
de la muestra bioldgica, ya que la seleccion de los modelos candidatos y la estimacion de sus efectos se resalizan
en dos etapas distintas.

N
Segun un modo de realizacién, el criterio C/(y ) que cuantifica el error de reconstruccion es un criterio de
verosimilitud. Mas particularmente:

r
" P " 1 "
G, = —Eln(Z:wz) BEYY Z(xb — %p)°
b=1

expresion en la que:

~ 1 o
8% = ;Egﬂ(xb _xlb)z ;

enésimo

“xpeselb componente del vector de intensidad de la muestra bioldgica x; y

N
°"8Me componente del vector de reconstruccion X, del modelo candidato y .

“Xpeselb
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Segun un modo de realizacion, el criterio Cc(y /) que cuantifica la complejidad del modelo vy, cuantifica dicha

A A
complejidad en términos de numero de componentes y ; del vector y estrictamente positivas. Mas particularmente:

K
Sif, =0 entonces C.(7)=|1+ Z 1(p;>0) |Inp

Jj=1

K
Sif, =0 entonces C.(7) =|2+ Z 1(7;>0) |Inp

j=1
expresiones en las que la funcion 1(.) es igual a 1 si su argumento es verdadero y cero sino lo es.

A
En una variante, cuando el escalar 7y ¢ esta colocado igual a cero durante el calculo de los modelos candidatos, y por

lim
lo tanto el escalar Y0 - el criterio C(X;) se reescribe segun la relacion:

K
(=1 +Z 1(# >0) |Inp

Jj=1

A
Asi, segun un modo de realizacion preferido, el modelo candidato y se seleccionado es el que minimiza la funcion

segun la relacion:

K

P

P . 1 N _

—Eln(Znaz) ~ 952 Z(xb —ip | 2+ Z 1(7,>0) |Inp
b=1

J=1
o la funcioén segun la relacion:
K

P

P . 1 N _

—Eln(Znaz) ~ 952 Z(xb —Ept 1+ Z 1(7,>0) |Inp
b=1

j=1

En otras palabras, el modelo candidato seleccionado es el que minimiza un criterio “BIC” (acronimo de “Bayesian
Information Criterion”) que propone una seleccion eficaz del modelo. Se podra, por ejemplo, hacer referencia al
documento “El criterio BIC: fondements théoriques y interprétation’, de Emilie Labarbier y Tristant Mary-Huard,
INRIA, Informe de investigacion n°5315, septiembre de 2004, para una descripcion mas detallada de este criterio.

No obstante, son posibles otros criterios de seleccién, como por ejemplo un criterio “AlC” (acronimo de “Akaike
Information Criterion”), “MLD” (acrénimo de “Minimum Rescription Length”), “Cp de Mallows”, o de manera general
cualquier criterio que combina un criterio de verosimilitud o de error de reconstruccién con un criterio de complejidad.

Segun un modo de realizacion, los taxones pertenecen a un mismo nivel taxonémico, en particular el nivel especie,
género o sub-especie. En una variante, los taxones pertenecen a al menos dos niveles taxondmicos diferentes, en
particular unas especies, unos géneros, y/o unas sub-especies. En particular, si un grado de similitud entre un
conjunto de taxones definidos dentro de un primer nivel taxonémico es superior a un limite predeterminado,
entonces para la constitucion del conjunto predeterminado {y;} de los taxones de referencia, dichos taxones se
agrupan y sustituyen por un taxén de referencia definido a un segundo nivel taxonémico, superior al primer nivel
taxonomico.

En otras palabras, el procedimiento segun la invencion es libre de seleccionar unos niveles de descripcion diferentes

de los microorganismos. Por ejemplo, es posible combinar unas especies con unos géneros sin que esto plantee
problema en particular. Gracias a la invencion, es por lo tanto posible seleccionar unos taxones de referencia que se
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distinguen suficientemente los unos de los ofros frente a vectores de referencia, y asi minimizar los errores de
deteccion y de identificacion. Por ejemplo, cuando los espectros de especies dentro de un mismo género particular
presentan unos grados de similitud muy importantes, arriesgando por lo tanto poner el algoritmo de deteccion o de
identificacion en dificultad, es posible seleccionar mejor el género que las especies, y al mismo tiempo preferir el
nivel especie para los otros microorganismos.

Segun un modo de realizacidon, unos taxones pertenecen a un primer nivel taxonémico, y un nuevo modelo del
vector x se calcula estimando la contribucion de dichos taxones a un segundo nivel taxonémico, superior al primer
N
nivel taxonémico, sumando los componentes del vector y relacionados con dicho nivel superior. En particular, el

modelo del vector x se calcula para el nivel taxonémico superior si un grado de similitud dentro del primer nivel es
superior a un limite predeterminado.

En otras palabras, gracias a la invencion, es posible identificar el nivel taxonédmico superior de un microorganismo
gracias a los resultados obtenidos por el algoritmo a nivel taxonémico inferior. Esto permite, por ejemplo, conservar
un nivel taxondémico idéntico para todos los microorganismos, incluso cuando los microorganismos presenten una
similitud muy elevada a dicho nivel, y compensar los errores de deteccion y de identificacion resultantes calculando
un modelo candidato para el nivel taxondmico superior. Este enfoque es también aplicable a unos taxones de
referencia considerados a niveles diferentes, pudiendo calcularse unos niveles superiores segun la demanda, en
particular cuando el modelo candidato finalmente seleccionado comprende unos taxones juzgados muy similares.

Segun un modo de realizacion, la técnica de medicion produce un espectro y los vectores de intensidad de
referencia P; son unas listas de picos comprendidos en los espectros de los taxones de referencia y;. En particular, la
técnica de medicion comprende una espectrometria de masa.

Segun un modo de realizacion:

yj,sel
=%k 5
i=1 }/i,sel
A N A A
expresion en la que Vj € [[1,K]], ¥ jser €s el j*"°*™ componente del vector y del modelo seleccionado ¥ se.

La invencion tiene también por objeto un dispositivo de analisis de una muestra biolégica que comprende:
= un espectrometro o un espectroscopio apto para producir unos espectros de la muestra bioldgica;

= una unidad de calculo apta para realizar un procedimiento del tipo antes citado.

Breve descripcion de las figuras

La invencion se entendera mejor a partir de la lectura de la descripcion siguiente, dada Unicamente a titulo de
ejemplo, y realizada en relacion con los dibujos anexos, en los que:

= la figura 1 es un organigrama que ilustra un procedimiento segun la invencion;

= las figuras 2A y 2B son, respectivamente, una matriz de similitud entre varias especies de bacterias utilizadas para
ensayar el procedimiento segun la invencion y unos vectores de picos de mezclas de dichas bacterias; y

= las figuras 3A y 3B son, respectivamente, unos resultados de la deteccioén y de la identificacion segun la invencion,
respectivamente realizadas a nivel especie y a nivel género sobre las mezclas.

Descripcion detallada de la invencion

Se describira ahora, en relacion con el organigrama de la figura 1 un modo de realizacién de la invencion aplicado a
la espectrometria de masa MALDI-TOF (acrénimo de “Matrix-assisted lasser desorption/ionization time of flight”) y
para un unico nivel taxonémico, a saber el nivel especie. La espectrometria de masa MALDI-TOF es bien conocida y
no se describira por lo tanto mas en detalle a continuacion. Se podra, por ejemplo, hacer referencia al documento de
Jackson O. Lay, “Maldi-tof spectrometry of bacteria”, Mass Spectrometry Reviews, 2001, 20, 172-194.

El procedimiento empieza por una etapa 10 de construccién de un conjunto {P} = {P1 P- ... Px} de K vectores de
intensidad de referencia P, cada uno asociado a una especie de referencia y; de microorganismo previamente
identificado, y se continia por una etapa 12 de analisis de una muestra biolégica de la cual se busca saber si
comprende una o varias especies de referencia diferentes, y/o de la cual se busca identificar la o las especies de
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referencia que es susceptible contener, y/o de la cual se busca cuantificar la abundancia de los microorganismos
presentes en la muestra.

Un ejemplo de realizacién de la etapa 10 se describe ahora para una especie de referencia y;. La etapa 10
comprende la adquisicion, en 14, de al menos un espectro de masa numeérico de la especie y; en un intervalo de
Thomson [Mmin;Mmax] predeterminado por una espectrometria MALDI-TOF. Por ejemplo, se utilizan varias cepas de
un microorganismo que pertenecen a la especie y; y se adquiere un espectro para cada una de las cepas. Los
espectros numéricos adquiridos para la especie y; se pretratan después, ventajosamente después de una
transformacion logaritmica, a fin en particular de quitar el ruido de estos y quitar su linea de base, de manera en si
misma conocida.

Se realiza entonces en 16 una identificacion de los picos presentes en los espectros adquiridos, por ejemplo
mediante un algoritmo de deteccién de picos basado en la deteccion de valores maximos locales. Se genera asi una
lista de los picos para cada espectro adquirido, que comprende la localizacién y la intensidad de los picos del
espectro.

Se continta el procedimiento, en 18, mediante una etapa de cuantificaciéon, o “binning”. Para ello, el intervalo de
Thompsons [mmin; Mmax] S€ subdivide en p intervalos, o “bins”, de anchuras predeterminadas, por ejemplo idénticas.
Cada lista de picos se reduce reteniendo sélo un pico por intervalo, por ejemplo el pico que presenta la mayor
intensidad. Se reduce asi cada lista a un vector de R’ que tiene como componente la intensidad de los picos
retenidos para los intervalos de cuantificacion, significando el valor nulo para un componente que no se ha
detectado, ni por lo tanto conservado, ningun pico en el intervalo correspondiente. Se produce después un vector
numérico multidimensional P; € R, también denominado “prototipo”, para la especie y; en funcion de las listas de
picos reducidas. Cada componente del vector P; se establece particularmente nulo si la frecuencia de los
componentes correspondientes de las listas reducidas que son estrictamente positivas es inferior a un limite, por
ejemplo un 30%, y si no se selecciona igual al valor medio de los componentes correspondientes de las listas
reducidas, que son estrictamente positivas o iguales a la media de los componentes correspondientes de las listas
reducidas.

En particular, para la espectrometria MALDI-TOF, [Mmin; Mmax] [3000;17000]. En efecto, se ha observado que las
informaciones suficientes para la identificacion de los microorganismos estan agrupadas en este intervalo de
relacion masa sobre carga, y que por lo tanto no es necesario tener en cuenta un intervalo mas ancho. El intervalo
[Mmin; Mmax] se subdivide en p = 1300 intervalos constantes. El vector P; es por lo tanto un vector de R En una
variante, la anchura de los intervalos es creciente de manera logaritmica, como se describe en la solicitud
EP 2 600 385.

En una variante, el vector P; se “binariza” estableciendo el valor de un componente del vector P; a “1” cuando un pico
esta presente en el intervalo correspondiente, y a “0” cuando ningun pico esta presente en este intervalo. Esto tiene
por efecto hacer mas firme el analisis de muestra biolégica de la etapa 12. Los inventores han notado, en efecto, que
la informacién pertinente, en particular para la identificacién de una bacteria, esta contenida esencialmente en la
ausencia y/o en la presencia de picos, y que la informacion de intensidad es menos pertinente. Ademas, se observa
que la intensidad es un tamafio muy variable de un espectro a otro y/o de un espectrometro a otro. Debido a esta
variabilidad, es dificil tener en cuenta los valores brutos de intensidad en las herramientas de clasificacion.

Por supuesto, el vector P, de la especie y; se puede obtener mediante cualquier método juzgado util a fin de producir
un vector representativo de la especie y;. Por ejemplo, los espectros de las cepas de la especie y; son objeto de un
tratamiento estadistico a fin de producir un Unico espectro. El espectro unico es después objeto de una deteccion de
picos vy la lista de picos se cuantifica entonces conservando en cada intervalo de la cuantificacion solo el pico de
mayor intensidad. El tratamiento estadistico puede, por ejemplo, ser el calculo de la media de los espectros, el
calculo de un espectro medio, o la seleccidon del espectro que presenta la distancia media a todos los demas
espectros de la especie mas débil. Asimismo, la etapa de cuantificacion 18, que permite reducir de manera
importante el nimero de datos a tratar, y garantizar al mismo tiempo una fuerza algoritmica, es opcional. El vector P;
puede, por ejemplo, estar constituido del espectro numérico directamente obtenido después de la etapa 14 de
adquisicion y de pretratamiento. De manera general, puede ser conveniente cualquier método que permite producir
para la especie y; un vector numérico que comprende una firma Unica de esta especie.

Los vectores {P}} obtenidos mediante la etapa 10 de construccién se memorizan entonces en una base de datos. La
base de datos se incorpora después en un sistema de analisis de muestras bioldgicas por espectrometria de masa
que comprende un espectrometro de masa, de tipo MALDI-TOF, asi como una unidad de tratamiento de
informaciones, conectada al espectréometro y apta para recibir, digitalizar y tratar los espectros de masa adquiridos
realizando la etapa de analisis 12. El sistema de andlisis puede también comprender una unidad de tratamiento de
informaciones distante del espectrometro de masa. Por ejemplo, el analisis numérico se realiza sobre un servidor
distante accesible por un usuario mediante un ordenador conectado a la red internet a la que esta también
conectado el servidor. El usuario carga unos espectros de masa numéricos no tratados obtenidos por un
espectrometro de masa de tipo MALDI-TOF en el servidor, y este Ultimo realiza entonces el algoritmo de analisis y
reenvia los resultados del algoritmo al ordenador del usuario. Se sefiala que la base de datos, en particular la
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integrada en el sistema de analisis, se puede actualizar en cualquier momento, en particular para afiadir, sustituir y/o
retirar un vector de intensidad de referencia.

Se describira ahora un ejemplo de realizacion de la etapa de analisis 12 de una muestra biolégica de la cual se
busca saber si comprende uno o varios tipos de microorganismo y/o de la cual se busca identificar el o los
microorganismos que contiene y/o de la cual se busca cuantificar la abundancia relativa de varios microorganismos
presentes en la muestra.

La etapa de analisis 12 comprende una primera etapa 20 de preparacion de la muestra biolégica con la
espectrometria MALDI-TOF, en particular la incorporacion de la muestra en una matriz, como se conoce en si
misma. Mas particularmente, la muestra no soporta ninguna etapa preliminar que tiene como objetivo aislar los
diferentes tipos de microorganismos que contiene.

El analisis 12 se prosigue por una etapa 22 de adquisicion de un espectro de masa numérico de la muestra bioldgica
por un espectrometro MALDI-TOF vy se le quita el ruido al espectro adquirido y se retira su linea de base.

En una etapa 24 siguiente, se realiza una deteccion de los picos del espectro numérico y de determinacion de un
vector de intensidad x de R° a partir de los picos detectados. Por ejemplo, una cuantificacion del espacio de
Thomson tal como se ha descrito anteriormente se lleva a cabo conservando soélo el pico de mayor intensidad en un
intervalo de cuantificacion. De manera general, el vector de intensidad x se puede generar mediante cualquier
método apropiado.

Una vez obtenido el vector de intensidad x de R® en funcién del espectro de masa de la muestra bioldgica, se

A A A A
continta el andlisis, en 26, mediante la construccién de un conjunto {y ;} de modelos candidatos v ;= (v ¥ o) que

modelizan el vector de intensidad x segun la relacion:

K

expresion en la que:

@ + Volp (nH

[y o)

N
= % es un vector de R que reconstruye el vector de intensidad x por el modelo y j;

= K es el numero de vectores de intensidad de referencia P; memorizados en la base de datos;

N
= yoesunescalarrealy Ip= (11 ...1 )" es el vector unidad de R’;

K .
R

A L. A
=vj € [[1,K]l, v es el j"**™ componente de un vector y de’

(a) K
cvie MKl =t yfis

=V (ij) € [1 ,K]]Z, aj es un coeficiente predeterminado;

Mas particularmente, los coeficientes a; son unos coeficientes que cuantifican la similitud, o la “proximidad” entre los
vectores de intensidad de referencia P;, en particular unos coeficientes de Jaccard segun la relacion:

c
0= @)
HTUN L NY — NC
(N; + N;) — N
en la que N; es el nimero de componentes no nulos del vector P, N; es el nimero de componentes no nulos del

C
vector P, y Y es el nimero de componentes no nulos que comparten los vectores P; y P
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N
Mas particularmente, la construccion 26 del conjunto {y ;} comprende una primera etapa 28 de seleccion de un

A A
conjunto {y } de estructuras y de complejidad crecientes para los vectores y de los modelos candidatos ¥,

seguida de una etapa 30 de calculo de modelos candidatos que tienen las estructuras de y seleccionadas.

En particular, la etapa 28 consiste en seleccionar un conjunto {y } de vectores binarios y de RX que comprende un
-~ A
numero creciente de componentes nulos, indicando cada vector y cuales componentes del vector y de un modelo

candidato X, estan libres o forzados a 0. En particular, un componente de valor O del vector y indica que el
N ~

componente correspondiente del vector y esta forzado a 0, y un componente de valor 1 del vector ¥ indica que el

N
componente correspondiente del vector ¥ esta libre de tomar un valor positivo no nulo. Por ejemplo, poniendo p = 3,

y seleccionado un vector y = (1 0 1)", se determina que un modelo candidato % estara calculado teniendo el

N N
segundo componente del vector y forzado a cero y los primero y tercer componentes del vector y libres de tomar

unos valores positivos no nulos.
~ A
De manera ventajosa, las estructuras y de los vectores y se seleccionan realizando un enfoque, o “penalizacién”,

LASSO, es decir resolviendo un conjunto de problemas de optimizacién para unos valores de un parametro A de R,
estando cada problema definido segun la relacion:

2
K

G2 = argmin | |lx=( D vB@ +yele |||+, @)
=1

yer{.yoeRy i
expresion en la que |y|1 es la norma L1 del vector .

N
En particular partiendo de A = 0, que corresponde a un vector y (0) del cual cada componente esta libre de tomar
cualquier valor positivo o nulo, a medida que el parametro A crece, la penalizacion LASSO anula una a una uno de

N N
los componentes del vector ¥ (1) hasta alcanzar un vector ¥ (1) nulo. Se obtiene asi un nimero reducido, es decir

N
muy inferior a 2%, los mas frecuentemente proximo o igual a K, vectores y (A) de estructuras diferentes y (A). Por
otro lado, el enfoque LASSO tiene como objetivo minimizar el error de reconstruccion

3
[ - (Eanp™ + ot )|
bajo restriccién, cada una de las estructuras seleccionadas representa una
estructura pertinente, incluso la mejor estructura, para la complejidad que presenta, es decir el nUmero de sus
componentes nulos.

El enfoque LASSO, y sus variantes como la penalizacion “elastic net”, se realiza por ejemplo con la ayuda del
algoritmo LARS-EN de Zou y Hastie que esta comprendido en el mddulo “R elasticNet” disponible en la direccion
http://cran.r-project.org/web/packages/elasticnet/.

-~ A A
Para cada estructura y seleccionada, la etapa 30 de calculo del modelo candidato y ; que tiene un vector y segun

la estructura y consiste de manera preferida en maximizar un criterio de verosimilitud entre el vector de

N
reconstruccion X del modelo y, y el vector de intensidad x de la muestra biolégica. En particular, el modelo

A ZASEIVAN
candidato ¥ ;= (7,7 o) se calcula resolviendo el problema de optimizacion segun las relaciones:
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P
1
(# .7 )= argmax (—gin(?.rm(xl)z) —m;(xb — xlb)z)

Yo ERy (4)
v erf
P
2 1 2
a(x)* = _Z(xb_xlb) (5)
P b=1
K
X1 = Yol, + Z(’V Oy); 8« 6)
=1

expresiones en las que:

= a © b es el producto término a término de los vectores a y b;

enésimo

“xpeselb componente del vector de intensidad de la muestra bioldgica x; y

enésimo

" Xpeselb componente del vector de reconstruccion x;.

De manera equivalente, cuando las estructuras y se determinan por el enfoque LASSO de la relacion (3), el modelo
A [l Al
=), A P
candidato tiene los componentes de su vector y = y " forzados a 0 cuando los componentes

correspondientes del vector y son iguales a 0, lo que corresponde a un vector de reconstruccién X que se reescribe

~ ~ {a)
[l)mlp +Zj:?j>0y)!m13’ .

X =

El problema de optimizacion de las relaciones (4), (5), (6) se reescribe entonces segun las relaciones:

p
T P 1
(p™,pim ) = argmax —Eln(Zmr(x[)z) - W;(xb - xm)z)

yimep, (4bis)
ymerl
P
2 _ L 2
a(x)” = EZ(% —xy) (3)
b=1
_ . Am im pla) .
Xp=Vo Ip+ Y b (6bis)
j:?j:‘:O

N N
expresiones en las que j: y ; # 0 significa los componentes j del vector y calculado por el enfoque LASSO que son
no nulos, por lo tanto estrictamente positivos.

N N
Una vez el conjunto {y } de los modelos candidatos y ; calculado, la etapa 12 de analisis de la muestra bioldgica se

A A A

N
prosigue por una etapa 32 de seleccion de un modelo candidato ¥ ses = (¥ sel, ¥ 0sel) €ntre el conjunto { j}, siendo el

A
modelo candidato seleccionado ¥ s €l considerado como estimando de manera mas pertinente el vector de

intensidad x de la muestra biolégica analizada.

N
Més particularmente, la seleccién del modelo candidato y ser consiste en seleccionar el modelo que ofrece el mejor

compromiso entre la aproximacion del vector x y la complejidad de la estructura del modelo. Para hacer esto, el
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A A
modelo ¥ se €s el que minimiza un criterio mezclando un criterio C.( ¥ 1) que cuantifica el error de reconstruccion de

N
la estimacién, o la reconstruccion del vector x y un criterio C¢( ¥ 1) que cuantifica la complejidad de la estimacion, y en

A A
particular el numero de componentes del vector ¥y no nulos. Ventajosamente, el modelo ¥ s se selecciona

N
minimizando un criterio “BIC”, siendo el modelo 7 se la solucion del problema de optimizacién segun la relacion:

Vser = argmin(C,(7,) + C.(7,)
: Fietv ( l l ) (7)
L <
- — _E a2y - o 2
Co(P) = Zln(me ) 2622(«‘% Ziv) @®)
b=1

K
c.a)=| 2 +Z 1(7,>0) | mp
= 9

expresiones en las que la funcién 1(.) es igual a 1 si su argumento es verdadero y cero sino lo es y 0® = o(%)°.

N
Asi, los modelos candidatos ¥ ; calculados maximizando el criterio de verosimilitud segun la relacion (5), maximizan

N
también el criterio de verosimilitud de la relacion (8). Por otro lado, la complejidad de los modelos candidatos ¥

N
hace intervenir el numero de los componentes de sus vectores ¥ no nulos. Se observa que la seleccion con la

N
ayuda de este tipo de criterio es firme y pertinente. En particular, el modelo finalmente seleccionado y ser €s aquel

N
que enumera de manera pertinente las especies y;, representadas respectivamente por los componentes y ; del

A
vector y .

N N N
La etapa de analisis 12 se prosigue entonces por la explotacion, en 34, del modelo seleccionado ¥ sei = (¥ sel, ¥ osel)

para deducir unas informaciones sobre la muestra bioldgica analizada.
Mas particularmente, se realiza al menos una de las explotaciones siguiente:
a. la muestra biolégica se determina como comprendiendo varias especies de referencia diferentes de

N
microorganismos si el nimero de componentes del vector y se, que son superiores a un valor limite predeterminado
positivo o nulo, es superior o igual a 2;

b. el numero de especies de referencia diferentes en la muestra bioldgica se calcula como igual al nimero de
N
componentes del vector y sef superiores a un valor limite predeterminado positivo o nulo;

senésimo

N
c. una especie de referencia y; se identifica en la muestra biolégica cuando el j componente del vector y s €8
superior a un valor limite positivo o nulo predeterminado, ajustando el valor limite la sensibilidad de la identificacion;

d. la abundancia relativa C; de una especie y; en la muestra bioldgica se calcula segun la relacion:

?sel}
6=l 10
iTYE 5 (10)
Zi=1 Vseli
N L. N
en la que ¥ sej es el ™ componente del vector ¥ se;
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e. los resultados que se refieren a unas especies de referencia que pertenecen a un mismo nivel taxonémico
ASUP
superior, en particular el género de éstas, se agrupan calculando un escalar ‘% igual a la suma de los

N
componentes del vector y sef que corresponde a dichas especies. El nivel taxonémico superior se identifica después

~SUP

Vs

;enésimo

si el escalar es superior al valor limite predeterminado positivo o nulo. En particular, el j componente del

N
vector ¥ se que corresponde a cada una de las especies que pertenecen al nivel superior puede ser inferior al valor
limite, caso en el que las especies no estan identificadas en la mezcla, mientras existen en realidad en la muestra
biolégica al menos una especie que pertenece al nivel superior. Por ejemplo, cuando en un mismo género que
reagrupa unas especies de referencias y1, y», ys dificimente diferenciables por la espectrometria de masa, la
presencia Unicamente de la especie de referencia particular y; en la muestra bioldgica puede llevar, no a un vector

N
¥ sel del cual el componente que corresponde a la especie y1 es no nulo y cuyos componentes que corresponden a

N
las especies y» y y3 son nulos, sino a un vector y se cuyos componentes que corresponden a las especies y1, y2, ¥3

son todos no nulos, inferiores al valor limite. Sumando los componentes de estas especies, se obtiene un valor que
supera el limite y por lo tanto una deteccién del género en la mezcla biolédgica. En una variante, o de manera

~ASUP
suplementaria, calculando el escalar ¥s para el nivel superior, la abundancia relativa del nivel superior se calcula
~SU
Vs 7
K 4 .
Bieq Vseti

segun la relacion Csyp =

El reagrupamiento se realiza de manera ventajosa automaticamente, en particular cuando se observa que las
especies de un mismo nivel taxondmico, por ejemplo las especies que pertenecen a un mismo género, son muy
similares en términos de espectro de masa. En particular, la similitud de las especies se calcula, por ejemplo,
mediante coeficientes de Jaccard de su vector de intensidad de referencia, y si la similitud calculada es superior a un
valor limite, entonces el reagrupamiento de los resultados de las especies se realiza automaticamente.

Los resultados de la explotacién se memorizan entonces en una memoria informatica, por ejemplo la del dispositivo
de analisis y/o mostrados en una pantalla destinada al usuario.

Se ha descrito un modo de realizacion particular de la invencion. No obstante, son posibles numerosas variantes, en
particular las variantes siguientes consideradas solas o en combinacion.

N N
Segun una variante, los modelos candidatos y ; no comprenden término 7 o/ durante de la seleccion por el enfoque

LASSO. La relacién (1) se reescribe entonces:
K
o ~ pla) .
X = Z b (1bis)

A
Segun una variante, los modelos candidatos recalculados ¥, durante la etapa 30, es decir los utilizados para la

N N
seleccion del modelo final y se;, NO comprenden términos ¥ olp . Las relaciones (4) a (11) se deducen facilmente de

esta simplificacion. En particular, conviene sefalar que la relacion (10) se reescribe segun la relacion:

K
CFy=|1+ Z 1(7;>0) |Inp (9bis)
j=1

Segun una variante, los coeficientes a; valen 1 cuando i = j y valen 0 cuando i # j, en tal caso la relacion (1) se
reduce a la relacion:
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X
%= Z?J‘Dj +7olp (1ter)

J=1

Segun una variante, el coeficiente de similitud a; entre dos vectores de intensidad de referencia P; y P, es el producto
escalar de estos.

~ A A

Segun una variante, la seleccion de las estructuras y de los vectores y de los modelos candidatos y ; se realiza

realizando unos algoritmos derivados del enfoque LASSO de la relacion (3), en particular un problema de
optimizacion segun una de las relaciones siguientes:

2

K
(P, 760 = argmin [ |lx—( > vp +yolp ||| +alwy O], | (3bis)
=1

yerfyoer,

2

K
PAH. 7o) = argmin [ |lx={ > vp @ +yoly |||+ Al +BlvLs | Gren
=1

YERY vo€R, F

% 2

(P(4,B),70(1.5)) = argmin | |lx - ny@ﬁ“’mr}: +w, O 7l, +Blw, Ol (3q)

yerK yer, j=1

expresiones en las que:
= B es el parametro real positivo;

*| |2 es lanorma L2; y

K
= w1 y W2 son unos vectores de peso predeterminados de T -
~ N
Segun una variante, la seleccion de las estructuras y de los vectores y se realiza mediante un algoritmo de tipo
“stepwise” simple o estructurado, tal como por ejemplo el algoritmo descrito en el documento “Structured, sparse
regression with application to HIV drug resistance” de Daniel Percival et al. Annals of Applied Statistics 2011, Vol. 5,
N° 2A, 628-644, o de un enfoque exhaustivo que consiste en ensayar un numero importante, incluso la totalidad, de

N
las estructuras posibles para el vector y .

Segun una variante, se omite la etapa 30 de calculo de los modelos candidatos, siendo los modelos candidatos los
obtenidos durante la etapa 12, siendo esta etapa de seleccidon entonces una etapa de calculo de los modelos
candidatos por el algoritmo LASSO.

Asimismo, se han descrito unos modos de realizacion en los que los microorganismos se referencian a nivel
especie.

En una variante, se utilizan varios niveles taxonémicos diferentes, por ejemplo al menos dos niveles entre la especie,
la sub-especie y el género.

En una variante, se utilizan otros tipos de caracterizacion de los microorganismos, en particular unos fenotipos
clinicos, como por ejemplo el gram de las bacterias.

Asimismo, se han descrito unos modos de realizacién aplicados a la espectrometria MALDI-TOF. Son posibles otros
tipos de medicién, aplicandose la invencién a la espectrometria de masa, en particular la espectrometria MALDI-TOF
y la espectrometria ESI-MS, a la espectroscopia vibracional, en particular la espectroscopia RAMAN, a la
espectroscopia por fluorescencia, en particular la espectroscopia por fluorescencia intrinseca, y a la espectroscopia
infrarroja.
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Se describiran ahora unos resultados de analisis de muestras bioldgicas obtenidos segun la invencion. Mas

particularmente, se considera una aplicacion a la espectrometria MALDI-TOF. Los microorganismos se referencian a

nivel especie, los modelos candidatos toman la forma de la relacién (1bis), los coeficientes a; son los coeficientes de
~ A

Jaccard de la relacion (2), la seleccion de las estructuras y de los vectores y se realiza mediante el algoritmo
A
LASSO de la relacion (3) cogiendo yo = vy o = 0, el calculo de los modelos candidatos se realiza mediante unas

relaciones (4bis), (5) y (6) con un y o no forzado a 0, y la seleccion del modelo candidato y se se realiza segun las
relaciones (7), (8) y (9).

Se considera un conjunto de K = 20 especies de bacteria de referencia y;, siendo algunas gram positivas y otras
gram negativas, que pertenecen a 9 géneros diferentes, seleccionandose algunas especies debido a la dificultad de
distinguirlas por espectrometria de masa. Para cada especie, 11 a 60 espectros de masa se han medido a partir de
7 a 20 cepas de la especie. Un conjunto de 571 espectros de masa para 213 esta asi constituido.

El vector de intensidad de referencia P; de cada especie y; se obtiene aplicando una cuantificacion constante entre
3000 y 7000 Thomson con un numero p = 1300 intervalos, y para cada intervalo, una intensidad de pico se calcula
como se ha descrito anteriormente en la etapa 18 para obtener el vector P,.

Se han creado unas muestras bioldgicas mezclando con diferentes ratios dos especies de referencias diferentes, en
particular:

* 4 conjuntos de muestras bioldgicas, referenciadas “A”, “B”, “C”, y “D”, que comprenden dos especies que
pertenecen al mismo género;

= 4 conjuntos de muestras bioldgicas, referenciadas “E” y “F”, que comprenden dos especies que pertenecen a unos
géneros diferentes pero que tienen el mismo tipo de gram;

= 4 conjuntos de muestras bioldgicas, referenciadas “G”, “H”, “I” y “J”, que comprenden dos especies que presentan
unos gram diferentes.

Mas particularmente, para cada especie de referencia que entra en la constitucion de una mezcla, se seleccionan en
primer lugar dos cepas diferentes de la especie después, para cada cepa, se produce una muestra “pura” que
comprende solo la cepa. Para obtener un conjunto de muestras biolégicas mezclando dos especies, se mezclan
después dos pares de muestras puras de las dos especies con los ratios 1:0, 10:1, 5:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 0:1.

Se miden después dos espectros de masa y se digitalizan para cada muestra biolégica producida, conduciendo a
una totalidad de 360 espectros de los cuales 80 corresponden a unas muestras puras. Cada espectro de masa se
trata para obtener un vector de intensidad x aplicando la cuantificacion utilizada para la construccion de los vectores
de intensidad de referencia, y reteniendo el pico de intensidad maximo para cada intervalo de cuantificacion.

Las figuras 2A y 2B ofrecen una ilustracion del conjunto de datos de test asi producido. La figura 2A es una matriz
de similitud de los vectores de intensidad de referencia P;, siendo los coeficientes de la matriz de similitud unos
coeficientes de Jaccard. Cuanto mas oscuro sea el componente de la matriz de similitud, mas importantes sera la
correlacion entre las especies correspondientes. Los cuadrados centrales G1-G9 corresponden a los 9 géneros
considerados, el cuadrado G+ a las bacterias gram positivas y el cuadrado G- a las bacterias gram negativas. Los
conjuntos de muestra A a J se posicionan después sobre la matriz de similitud. La figura 2B ilustra, por su parte, los
picos de los espectros del conjunto D, a saber una mezcla de dos especies que pertenecen al mismo género, los
picos de los espectros del conjunto E, a saber una mezcla de dos especies de bacteria que tienen el mismo gram, y
los picos de los espectros del conjunto |, a saber una mezcla de dos especies de bacterias de gram diferentes. Cada
conjunto ilustrado comprende nueve espectros que corresponden a los diferentes ratios descritos anteriormente,
desde el ratio 1:0 que corresponde a una muestra pura de la primera especie al ratio 0:1 que corresponde a una
muestra pura de la segunda especie. Los espectros ilustran en particular los picos Unicamente presentes en el
vector de referencia en la primera especie (picos “Pic1”), los picos Unicamente presentes en el vector de referencia
de la segunda especie (picos “Pic2”), los picos al mismo tiempo presentes en la primera y en la segunda especies
(picos “Pic12”), y los picos que no estan presentes ni en la primera especie, ni en la segunda especie (picos

« Pic12 »).. se sefiala en particular que para una mezcla de dos especies de bacteria que tienen el mismo género,
la gran mayoria de los picos estan presentes al mismo tiempo en los dos vectores de referencia de las dos especies,
lo que significa que es dificil diferenciarlos. Se observa también que para las mezclas de dos especies de bacteria
que tienen el mismo gram, la proporcion de picos de una especie presente en el espectro de la mezcla evoluciona
de manera coherente con el ratio de esta especie, lo que es menos cierto para las mezclas de dos especies de
bacteria que tienen unos gram diferentes.
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La capacidad del procedimiento segun la invencion para detectar una mezcla polimicrobiana y para identificar sus
componentes se ha evaluado mediante un criterio de sensibilidad (“sensitivity”) y de un criterio de especificidad
(“specificity”) del procedimiento, es decir respectivamente la capacidad del procedimiento para detectar una mezcla
de dos especies y una mezcla “pura”. Ademas, se evaluan también los criterios siguientes: a) la deteccion de una
mezcla microbiana se considera como conseguida cuando se detectan dos o mas componentes; b) una mezcla se
considera como correctamente identificada cuando se identifican las dos especies que componen la mezcla, y soélo
ellas; c) una mezcla se considera como parcialmente identificada cuando se identifica una de las dos especies que
componen la mezcla; d) la identificacion de una mezcla se considera como un fracaso cuando se identifica una
especie que no pertenecen a la mezcla.

La figura 3A ilustra los resultados obtenidos a nivel especie. En términos de deteccion (grafico de la izquierda), se
observa que se ha detectado el 53,6% de las mezclas polimicrobianas. Por el contrario, se han detectado el 91,2%
de las mezclas denominadas “puras”, es decir que comprenden una sola especie, y cerca del 75% de las mezclas
polimicrobianas detectadas se han identificado correctamente, elevandose este porcentaje al 86,4% para las
mezclas puras. Ademas, en cuanto a la identificacion (grafico de la derecha), se observa que el 42,1% de las
mezclas polimicrobianas han sido perfectamente identificados, llevando a una identificacion parcial conseguida en el
82,1% de los casos, y la identificacion ha fracasado para aproximadamente el 18% del conjunto de las mezclas
polimicrobianas y de las mezclas puras. La gran mayoria de estos fracasos corresponden a unas mezclas que
comprenden unas especies del mismo género, lo que es conforme a la dificultad de distinguir unas bacterias que
estan préximas taxonémicamente.

La conmutacién de la deteccion y la identificacion a nivel taxonémico superior, a saber el género, mejora
notablemente los resultados como se ilustra en la figura 3B. Los resultados para los géneros se obtuvieron
realizando el procedimiento segun la invencion a nivel especie y después sumando los componentes de los vectores
N

¥ sel para obtener unos resultados a nivel género como se han descrito anteriormente. La sensibilidad y la

especificidad de la deteccion a nivel género alcanzan respectivamente el 61,3% y el 100% para las mezclas
polimicrobianas y las mezclas puras, y todos los géneros se identifican de manera sustancial correctamente.
Ademas, se identifican parcialmente las raras mezclas que no se han identificado correctamente. En su totalidad, el
81,4% de las mezclas se han identificado correctamente, habiendo la identificacion fracasado para sélo el 0,6% de
ellos.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de deteccion en una muestra biolégica de al menos dos microorganismos que pertenecen a dos
taxones diferentes entre un conjunto predeterminado { y;} de un numero de K taxones de referencia y; diferentes,
estando cada taxon de referencia y; representado por un vector de intensidad de referencia predeterminada P; de un
espacio R’ obtenido sometiendo al menos una muestra bioldgica de referencia, que comprende un microorganismo
que presenta el taxén de referencia, a una técnica de medicidon que produce una sefal numérica multidimensional
representativa de la muestra de referencia y determinando dicho vector de referencia en funcién de dicha sehal
numérica multidimensional, en la que p es superior a 1, comprendiendo el procedimiento:

* la adquisicién de una sefial numérica multidimensional de la muestra biolégica mediante la tecnologia de medicion;
= la determinacion de un vector de intensidad x de R° en funcion de la sefial numérica multidimensional adquirida;

N N NN
= la construccién de un conjunto {y ;} de modelos candidatos y ;= (¥, ¥ o) que modelizan el vector de intensidad x

segun la relacion:
K
a8 ~ pla) ~
X = Zyj% + Vol
j=1
expresion en la que:

N
o % es un vector de R” que reconstruye el vector de intensidad x por el modelo y ,

A
o ¥ o escalar es un verdadero y Ip es el vector unidad de R’:

A . A K.
o Vj € [1,K]], 7, es el j"**™ componente de un vector y de =~
{a) _ vx .
P =0 a0
o Vj€[1,KI, Zi1 Gyh, y
o V(i,j) € [[1 ,K]]Z, aj es un coeficiente predeterminado;
N N N

= la seleccién de un modelo candidato 7 se entre el conjunto {y j} de los modelos candidatos y ;, solucién de un
problema segun la relacion:

Vser = argmin(C,(7) + C.(7))
Ve

expresion en la que:

N
o Cy(y 1) es un criterio que cuantifica un error de reconstruccion entre el vector de intensidad de la muestra biologica

N
X y la reconstruccion X; del vector de intensidad x por un modelo candidato y ;; y

A A
o C(y 1) es un criterio que cuantifica la complejidad de un modelo candidato v j;

= y la determinacion de la presencia en la muestra biolégica de al menos dos microorganismos que pertenecen a
A
unos taxones diferentes del conjunto predeterminado { y;} de taxones cuando al menos dos componentes ¥ ; del

A A
vector ¥ del modelo candidato seleccionado ¥ se son superiores a un valor limite predeterminado estrictamente

positivo.
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2. Procedimiento de identificacion de microorganismos presentes en una muestra biolégica entre un conjunto
predeterminado { y}} de un nimero de K de taxones de referencia diferentes, estando cada taxén de referencia y;
representado por un vector de intensidad de referencia predeterminada P; de un espacio R° obtenido sometiendo al
menos una muestra bioldgica de referencia que comprende un microorganismo que presenta el taxén de referencia
a una técnica de mediciéon que produce una sefial numérica multidimensional representativa de la muestra de
referencia, y determinando dicho vector de referencia en funciéon de dicha sefial numérica multidimensional, en la
que p es superior a 1, comprendiendo el procedimiento:

* la adquisicién de una sefial numérica multidimensional de la muestra biolégica mediante la tecnologia de medicion;
= la determinacion de un vector de intensidad x de R° en funcion de la sefial numérica multidimensional adquirida;

N N NN
= la construccién de un conjunto {y ;} de modelos candidatos y ;= (¥, ¥ o) que modelizan el vector de intensidad x

segun la relacion:

K
£ = Z?j%m + Volp
=1

expresion en la que:

N
o % es un vector de R” que reconstruye el vector de intensidad x por el modelo y j;

A
o ¥ o €s un escalar verdadero y Ip es el vector unidad de R’:

. A pk.
o Vj € [[1,K]], es el j*"**™ componente de un vector y de Ry

pla) _

K .
cvjemay T 2 il

y

o V(ij) € [[1 ,K]]Z, aj es un coeficiente predeterminado;

= la seleccion de un modelo candidato Xse entre el conjunto {%} de los modelos candidatos X, solucién de un
problema segun la relacion:

R = argmin(C, (&) + C.(%)))

£e{2}
expresion en la que:

o C,(X;) es un criterio que cuantifica un error de reconstruccion entre el vector de intensidad de la muestra bioldgica x
y un modelo candidato X; y

o C¢(X;) es un criterio que cuantifica la complejidad de un modelo candidato X;;
= y la determinacidon de la presencia en la muestra biolégica de un microorganismo de taxén y; del conjunto

A A
predeterminado { y;} para cada componente ¥ ; del vector ¥ del modelo candidato seleccionado superior a un valor
limite predeterminado estrictamente positivo.

3. Procedimiento de determinacién de la abundancia relativa en una muestra biolégica de al menos dos
microorganismos que pertenecen a dos taxones diferentes entre un conjunto predeterminado {y;} de un nimero de K
taxones de referencia y; diferentes, estando cada taxén de referencia y; representado por un vector de intensidad de
referencia predeterminada P; de un espacio R” obtenido sometiendo al menos una muestra biolégica de referencia
que comprende un microorganismo que presenta el taxdn de referencia a una técnica de mediciéon que produce una
sefial numérica multidimensional representativa de la muestra de referencia y determinando dicho vector de
referencia en funcion de dicha sefial numérica multidimensional, en la que p es superior a 1, comprendiendo el
procedimiento:

* la adquisicion de una sefial numérica multidimensional de la muestra biolégica mediante la tecnologia de medicion;
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= la determinacién de un vector de intensidad x de R’ en funcion de la sefial numérica multidimensional adquirida;

N N NN
= la construccién de un conjunto {y ;} de modelos candidatos y ;= (¥, ¥ o) que modelizan el vector de intensidad x

segun la relacion:
K
o ~ pla) ~
X = Z jfj,' + Volp

expresion en la que:

N
o % es un vector de R” que reconstruye el vector de intensidad x por el modelo y ;;

A
o ¥ o escalar es un verdadero y Ip es el vector unidad de R”:

A . A IC .
o Vj € [[1,K]], 7, es el "™ componente de un vector y de = '’
@ _ oy :
svjeam b T 2 @ifsy
o V(i,j) € [[1 ,K]]Z, aj es un coeficiente predeterminado;
A A A

= la seleccién de un modelo candidato y se entre el conjunto {y j} de los modelos candidatos y ;, solucién de un
problema segun la relacion:

?se[ = argmin(cv(?t) + Cc(?[))
PiE{F]

expresion en la que:

N
o Cy(y 1) es un criterio que cuantifica un error de reconstruccion entre el vector de intensidad de la muestra biologica

N
x y la reconstruccion X; del vector de intensidad x por un modelo candidato y ;; y

A A
o C(y 1) es un criterio que cuantifica la complejidad de un modelo candidato v j;

= y la determinacioén de la abundancia relativa en la muestra bioldgica relativa C; de un taxon de referencia y; segun la
relacion:

C = ](?sel)

p 4 K K
expresion en la que J es una funcion matricial de Ry X Ry en Ry yC=(C. RY

con Vj € [[1,K]], C; es la abundancia relativa du taxén de referencia y;.

.. G ... Cx)" es un vector de

4. Procedimiento segun la reivindicacion 1, 2 o 3, en el que V(i,j) € [[1 ,K]]Z, aj es un coeficiente de similitud entre los
vectores de referencia P; y P, de los taxones de referencia y; y y;.

5. Procedimiento segun la reivindicacién 4, en el que el coeficiente de similitud a; entre los vectores de referencia P;
y P;jes igual al coeficiente de Jaccard entre unas versiones binarizadas de los vectores P,y P,

N
6. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que yo = 0, y en el que la

N N N
construccién del conjunto {y ;} de los modelos candidatos y ; = (¥ ,0); comprende la resolucién de un conjunto de
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problemas de optimizacion para unos valores de un parametro 4 de R., estando cada problema definido segun la
relacion:

K Z
#(2) = argmin| ||x — Z v\ +Alyl
j=1

X
yeRrX

expresion en la que [y|1, es la norma L1 del vector y.

N
7. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que y o = 0, y en el que la construccion

N N N
del conjunto {v ;} de los modelos candidatos ¥, = (¥ ,0); comprende la resoluciéon de un conjunto de problemas de

10 optimizacion para unos valores de parametros 1y 8 de R:, estando cada problema definido segun la relacién:

2

K
~ o . (@)
¥ (A, f) = argmin x—Zy}»}} +zl|w1 @y|1+ﬁ|w2 Oy|2
verY =1
expresion en la que:
15
*| |1 es la norma L1;

* | |2 es la norma L2;

20 = a © b es el producto término por término de los vectores ay b; y

K
= W1y Wz son unos vectores de pesos predeterminados de RY.

N
8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 6 o 7, en el que para cada vector ¥ solucion de un problema de

A ]’}Em ]’)lm) A A
25 optimizacion, se calcula un nuevo modelo candidato y ;= o Ly se sustituye el modelo y, = (y ,0) que

. . po= (9" 7).

corresponde al vector y, estando los componentes del vector y"" del nuevo modelo que

A
corresponde a los componentes nulos del vector y, forzados a cero, y calculandose el nuevo modelo

7= (9™, 75m)
*70 1 resolviendo el problema de optimizacion segun las relaciones:
P
sim =im . P 2 L 2
(p™ ,pd™ ) = argmax —Eln(sz(xz) ) T em)’ (xp — x)
i ER )
30 yimery

p
1
a(x;)? = —Z(Xb — x)?
pb—l

0 =y, + Z yjm p
j:?j¢0
35
expresiones en las que:

enésimo

“xpeselb componente del vector de intensidad de la muestra bioldgica x; y

tm pla)
enésimo XL = ]/émlrp + Ej;]’?j->0 y]ml'; .

40 " Xpeselb componente del vector de reconstruccion
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A
9. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el criterio C(y /) que cuantifica
el error de reconstruccion es un criterio de verosimilitud.

10. Procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que:

242

P
- p ~ 1 o
C,(7) = —517‘1(2”02) - Z(xb - Xpp)?
b=1

expresion en la que:

~2 _ lewp s 32 .

0" = 52 =1(xb —Xp) s

* Xy €s el b®™**™ componente del vector de picos de la muestra bioldgica x; y

. A
= % es el b®"™*™ componente del vector de reconstruccion £, del modelo candidato v ;.

A
11. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el criterio C(y ;) que cuantifica

A A A
la complejidad del modelo vy ; cuantifica dicha complejidad en términos de nimero de componentes v ; del vector y
estrictamente positivos.

12. Procedimiento segun la reivindicacion 11, en el que:

K
Sif, =0 entonces C.(7)=[1+ Z 1(7;>0) |Inp
=1

K
Sif, # 0 entonces C.(7) =| 2+ Z 1(p; >0) |Inp
=1

expresiones en las que la funcioén 1(.) es igual a 1 si su argumento es verdadero y cero si no lo es.

13. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los taxones pertenecen a un
mismo nivel taxonémico, en particular el nivel especie, género o sub-especie.

14. Procedimiento seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que los taxones pertenecen a al menos
dos niveles taxondmicos diferentes, en particular especies, géneros, y/o sub-especies.

15. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicadones anteriores, en el que los taxones pertenecen a un
primer nivel taxonémico, y en el que un modelo del vector x se calcula para un segundo nivel taxonémico superior al

A
primer nivel taxonémico sumando los componentes del vector y que corresponde a los taxones que dependen de
dicho nivel taxondémico superior.

16. Procedimiento segun la reivindicacion 15, en el que el modelo del vector x se calcula para el nivel taxonémico
superior si un grado de similitud dentro del primer nivel es superior a un limite predeterminado.

17. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que si un grado de similitud entre un
conjunto de taxones definido dentro de un primer nivel es superior a un limite predeterminado, entonces para la
constitucion del conjunto predeterminado { y; } unos taxones de referencia, denominados taxones, son reagrupados y
sustituidos por un taxén de referencia definido a un segundo nivel taxondmico, superior al primer nivel taxonémico.
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18. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la técnica de medicion produce
un espectro y en el que los vectores de intensidad de referencia P; son unas listas de picos comprendidos en los
espectros de los taxones de referencia y;.

19. Procedimiento segun la reivindicacién 18, en el que la técnica de medicion comprende una espectrometria de
masa.

20. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 19, en el que:

Vj.sel
=% 5
i=1 Yi,sel
A e A A
expresion en la que Vj € [[1,K]], ¥ jser €8 el j°"°*™ componente del vector ¥ del modelo seleccionado ¥ sei.

21. Dispositivo de analisis de una muestra biolégica que comprende:
= un espectréometro o un espectroscopio apto para producir unos espectros de la muestra bioldgica;

= una unidad de calculo apta para realizar un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores.
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Fig. 2A
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A) resultados a nivel de especies

comportamiento de la deteccidn comportamiento de la identificacion
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B) resultados a nivel del género

comportamiento de deteccion
100 %

axactitud sensibilidad especificidad global espoctros mindos  espectios pureg
(360 espectros) (168 espectros) (192 espectros) (360 espectros) (168 espectros) (192 espoctros)
| ED espectro identificado cormectaments {1 mezcla identificada parcialmente
| [ espectrs SO e ¢ componenta(s) emaneals) encontradeds) en ol génars

lmwwﬁo{:}unﬂm(:}mwﬁldﬂ{l]ﬁmadﬂlgﬁmﬁi

Fig. 3

29



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

