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Resumen 

El objetivo principal de este trabajo se basa en la premisa que, si tuviéramos un paciente 

que presente una IAAS, del cual se ha podido extraer y aislar la bacteria que genera la 

infección, pero no sabemos nada sobre ella y suponiendo que en el sitio de atención se 

cuenta con una herramienta de secuenciación de última generación que permita obtener 

la secuencia completa del genoma de la bacteria en poco tiempo, se cuente con una 

herramienta de software que, por un lado, permita realizar la identificación de la especie 

de la bacteria y por otro, se pueda establecer la similitud que tenga esta con otras de la 

misma especie, obtenidas de otros aislamientos, para realizar su tipificación. Los insumos, 

son los datos de la secuenciación del genoma completo una vez hayan sido ensamblados 

y anotados. 

 

Para la identificación, se utiliza un enfoque de aprendizaje de máquina supervisado (AMS), 

aplicando el algoritmo de Random Forest (Breiman 2001), logrando clasificar las muestras 

por especie, basado en los elementos genómicos encontrados en el proceso de anotación. 

Para crear el conjunto de datos de entrenamiento, se toman desde NCBI RefSeq 

Database, los datos de genomas completos ensamblados de las especies C.difficile, 

K.pneumoniae, A.baumannii, P.aeruginosa y E.cloacae. Para definir las características a 

utilizar, se tomaron las secuencias de cada uno de los elementos genómicos y se 

agruparon utilizando CD-HIT-EST (Fu et al. 2012). Para la tipificación, se realiza un cálculo 

de la similitud entre muestras, utilizando el número de características que comparten y los 

porcentajes de identidad que tienen cada una de ellas. 

 

Del conjunto de 150 muestras de prueba, todas las que pertenecían a una de las especies 

seleccionadas, fueron clasificadas correctamente y con especies muy cercanas se 

obtuvieron buenos resultados. Frente a la tipificación, se pudieron establecer parámetros 

para delimitar los tipos y disponer de datos que permiten realizar el seguimiento. 

 

Palabras clave: (Identificación de bacterias, tipificación de bacterias, aprendizaje de 

máquina, genoma completo).  
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Abstract 

The main objective of this work is based on the premise that, if we had a patient that 

presents an IAAS, from which it has been possible to extract and isolate the bacteria that 

generates the infection, but there is nothing about it and assuming that on the site of a tool 

that allows to obtain the complete sequence of the genome of the bacterium in a short time, 

allows to use a software tool that, on the one hand, allows to make the identification of the 

bacteria of the species and on the other, it can be established the similarity that have this 

with other people of the same species, in addition to other isolations, to perform their typing. 

The inputs are the data of the sequencing of the complete genome once they have been 

assembled and annotated. 

 

For the identification, applying the algorithm of Random Forest (Breiman 2001), managing 

to classify the samples by species, based on the genomic elements found in the annotation 

process. To create the training data set, data from assembled complete genomes of the 

species C.difficile, K.pneumoniae, A.baumannii, P.aeruginosa and E.cloacae are taken 

from the NCBI RefSeq Database. To define the characteristics to be used, the sequences 

of each element of the genomic elements were taken and grouped using CD-HIT-EST (Fu 

and others, 2012). For typing, a similarity between samples is calculated, using the number 

of characteristics they share and the percentages of identity that each one has. 

 

From the set of 150 test samples, all those belonging to one of the selected species were 

classified correctly and with very close, good results were obtained. In front of the typing, 

parameters can be established to delimit the types and the available data that allow 

tracking. 

 

 

Keywords: (Identification, bacterial typing, machine learning, complete genome)  
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Introducción  

 

El Centro de Bioinformática del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de 

Colombia, se encuentra desarrollando un proyecto cuyo objetivo es obtener una 

herramienta que permita caracterizar aislamientos de Acinetobacter baumannii multi-

resistentes provenientes de muestras clínicas utilizando el genoma completo, la cual debe 

encargarse de realizar la identificación de la especie, la tipificación intra-especie, la 

identificación de los determinantes genéticos de resistencia y virulencia presentes en el 

genoma y relacionar estos datos moleculares, con los datos sociodemográficos.  

 

Esto permitiría realizar un seguimiento epidemiológico desde diferentes puntos de vista, 

estableciendo una fuente de información que correlacione los datos moleculares del 

microorganismo que causa la infección con las características del paciente y su entorno, 

permitiendo además realizar un mejor diagnóstico, que posibilite suministrar un tratamiento 

terapéutico certero y contar con datos que podrían propiciar una mejor utilización de los 

antibióticos y permitir encontrar formas de generar otros nuevos (Belloso and Redal 2010). 

 

La obtención de la secuencia del genoma completo se ha ido convirtiendo en un 

procedimiento cada vez más fácil, rápido y de menor costo, gracias a que se han utilizado 

metodologías de secuenciación de última generación (NGS por sus siglas en inglés) que 

son de alto rendimiento y se han venido implementando y mejorando desde la finalización 

del proyecto del genoma humano (van Dijk et al. 2014). Esto está haciendo posible que 

unos cuantos días e incluso en horas, dependiendo de la tecnología, se obtengan las 

secuencias de un genoma en particular, en algunos casos, sin que se requieran bibliotecas 

de ADN ni clones para realizarlo (Schloss 2008).  

 

La FDA es la agencia del gobierno de los Estados Unidos, responsable de la generación 

de normas asociadas a la utilización de dispositivos médicos en salud pública, ya ha 

validado y autorizado en su país el uso en clínica del secuenciador MiSeqDx de la 

https://es.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos_de_Am%C3%A9rica
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compañía Illumina como equipo de uso confiable en el laboratorio Clínico (FDA-CDRH 

2015). Incluso, ya se ha avanzado frente al procedimiento que se debería seguir para 

implementar estas herramientas en laboratorio y contemplar los aspectos a tener en cuenta 

para el análisis de los resultados obtenidos (Ginsburg 2012, 102–9). 

 

Una vez se considere la secuenciación del genoma completo, como un procedimiento para 

uso diagnóstico dentro de las clínicas y que se incluya dentro de las pruebas de laboratorio 

como se propone en “Bacterial genome sequencing in the clinic: bioinformatic challenges 

and solutions” (Fricke and Rasko 2014) deben existir herramientas de software integradas 

que realicen el procesamiento ágil de este tipo de datos y que contribuyan a entregar 

información de manera ágil a los profesionales encargados de realizar el diagnóstico y 

decidir cuál tratamiento se debe suministrar al paciente para controlar la infección. 

 

Teniendo en cuenta todo lo anterior, viendo muy posible que la secuenciación del genoma 

completo de bacterias causantes de infecciones se pueda convertir en un procedimiento 

clínico para diagnóstico oportuno y que en el mundo se están realizando avances para 

hacer esto realidad, el problema planteado para esta investigación se centra en que se 

pueda contar con una herramienta de software que permita por un lado, realizar la 

identificación de la especie a la que pertenece y por otro, definir la similitud que tenga con 

otras de la misma especie obtenidas de otros aislamientos para realizar su tipificación. 

Esto se plantea una vez se haya obtenido la secuencia del genoma completo de la bacteria 

y se hayan realizado procesos ágiles de anotación genómica.  

 

La herramienta obtenida con el presente trabajo de investigación permite tomar genomas 

completos de diferentes especies de bacterias, homogenizar las diferentes características 

identificadas por medio de los diferentes procesos de anotación y organizarlas de tal forma, 

que puedan ser entregadas a una herramienta de aprendizaje de máquina y se obtenga 

un sistema inteligente que permita la identificación de la especie de una nueva muestra. 

Además de esto, siendo integrado en el mismo proceso, permitirá compararla con otras 

sepas que se encuentren almacenadas en el sistema para calcular su similitud y poder 

realizar la tipificación. 

 

El análisis, diseño y desarrollo de la herramienta se realizó únicamente con 6 especies 

seleccionadas ya que se planteaba como un prototipo experimental, aunque podría ser 
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utilizado para la identificación de cualquier especie de bacterias, desde que se cuente con 

la cantidad de datos necesaria de genomas secuenciados y anotados. 

 

Si bien existen herramientas computacionales que permiten realizar la identificación e 

incluso la tipificación de las bacterias, es todavía un camino que tiene mucho por explorar 

dado que la mayoría de los métodos utilizados para estos fines se basan en uno o varios 

marcadores particulares, pero muy pocos están tratando de aprovechar la gran cantidad 

de información asociada a los genomas completos que se han venido obteniendo y 

almacenando, que han sido dispuestos al público para su estudio. Esto último, brinda la 

posibilidad de mirar la identificación y la tipificación desde otras perspectivas, ya que, al 

existir esta gran disponibilidad de datos, se puede pensar en métodos que permitan realizar 

una diferenciación precisa de los microorganismos. 



 

1  Estado de la identificación y tipificación de 
bacterias 

 

Las bacterias son un dominio dentro del súper reino Procariota, el cual es un componente 

esencial de la biota terrestre y representa una gran porción de la diversidad genética. Se 

estima que existen 4 - 6 X1030 células procariotas y que pueden constituir más del 50% de 

la biomasa protoplasmática total en la tierra. Aproximadamente, el 90% de los procariotas 

habitan en el subsuelo tanto terrestre como marino y el 10% restante en suelos, 

sedimentos, océanos, hospederos, etc. (Rosselló-Mora and Amann 2001).  

 

Se ha estimado que deben existir alrededor de 109 especies de procariotas, aunque puede 

ser una cifra subvalorada, dada la gran presencia dentro de la biósfera terrestre. De estas, 

alrededor de 15.000 especies han sido descritas y aproximadamente algo más de 10.000 

de estas están incluidas en la nomenclatura oficial, según la lista publicada por la  

International Journal of Systematic Bacteriology,  (Euzeby 2016; Rosselló-Mora 1999; 

Whitman, Coleman, and Wiebe 1998).  

 

Existen varias razones que han llevado a tener un número tan bajo de especies descritas 

e incluidas en la nomenclatura, entre las cuales se encuentran: El acceso a la mayoría de 

las especies es limitado por su ubicación geográfica, las técnicas que necesitan un cultivo 

para obtener un aislamiento para su caracterización no son siempre aplicables por diversos 

factores y no es muy clara la forma de definir las bases, principios, procedimientos y reglas 

que deben aplicarse al momento de describir una especie. 

 

Esto no quiere decir que no exista una forma estandarizada de clasificación, al contrario, 

a medida que se ha avanzado en la ciencia, se ha encontrado mayor información que 

permite establecer nuevos parámetros que permiten la correcta agrupación de los 
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microorganismos (Rosselló-Mora and Amann 2001). Los siguientes apartados darán 

mayor claridad a esto, mostrando los conceptos básicos necesarios para entender cómo 

se realiza la clasificación de las especies. 

1.1 Conceptos básicos 

1.1.1 Clasificación y taxonomía 

En el contexto biológico, dados los conceptos evolutivos dados por Darwin y Wallace sobre 

el origen de las especies, se observó la necesidad de una clasificación que reflejara la 

filogenia de los organismos, iniciando la sistemática de clasificación. Se propuso que las 

especies que descendían de un predecesor común se agrupaban juntas en un mismo 

género y aquellas cuyo predecesor común era mucho más lejano, se colocaban en géneros 

diferentes, familias u órdenes, de acuerdo con la distancia que los separaba del 

antepasado común (Collard 1985). 

 

La taxonomía es la ciencia de la clasificación vista desde de las ciencias biológicas, 

simplemente porque ofrece un marco de referencia a la comunidad científica para facilitar 

la comprensión y el intercambio de conocimientos. (Lennette 1982; Rosselló-Mora 2005). 

La taxonomía bacteriana consiste en tres áreas separadas, pero relacionadas entre sí: la 

clasificación, la nomenclatura y la identificación. La clasificación es la disposición de los 

organismos en grupos (taxones) sobre la base de similitudes o las relaciones que existan 

entre estos. La nomenclatura es la asignación de nombres a los grupos taxonómicos de 

acuerdo con las normas internacionales, consignados en el Código Internacional de 

Nomenclatura de Bacterias (Parker, Tindall, and Garrity 2015). Por último, la identificación 

es la evaluación de bacterias no clasificadas para conocer a que grupo pertenece. 

 

Al encontrar propiedades bioquímicas y fisiológicas que caracterizaron las baterías a 

principios del siglo XX, junto a una nomenclatura determinada, se establecieron 

parámetros aún más claros para demarcar las diferentes especies existentes, generando 

la primera versión del Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology en 1923. En los años 

60’s, al introducir la técnica denominada DNA – DNA hybridization (DDH) se abrió la 

posibilidad de establecer una medida de parentesco genético, que fue ampliamente 

aceptada para propósitos de clasificación. Sin embargo, en los años 80, con el desarrollo 
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de las técnicas de PCR y la secuenciación del gen 16S rRNA, se marcaron los mayores 

cambios en la taxonomía de procariotas, llegando a establecerse como el parámetro clave 

para la clasificación taxonómica en el 2002 (Gilligan 2013; Rosselló-Mora 2005; Rosselló-

Mora and Amann 2001; Sentausa and Fournier 2013). 

 

Actualmente, la base principal para la diversidad de procariotas en el esquema taxonómico 

descrito en el Bergey’s Manual (Boone, Castenholz, and Garrity 2001), es una combinación 

de la relación basada en la filogenia del 16S rRNA, hibridación DNA-DNA y descripciones 

fenotípicas para comprobar su coherencia. Esto muestra que se tienen establecidas las 

características, los procedimientos de clasificación y la nomenclatura de una manera 

sistemática y coherente que permite la clasificación de los procariotas. Sin embargo, no se 

puede perder de vista que la ciencia sigue avanzando y encontrando nuevas técnicas y 

marcadores que deben ser estudiados y delimitados claramente, para poder convertirse 

en herramientas que permitan realizar una nueva definición taxonómica (Rosselló-Móra 

and Amann 2015; Sentausa and Fournier 2013). 

1.1.2 Especie 

El término especie, aplicado a las bacterias, se ha definido como un tipo inequívoco de 

organismo que posee rasgos que lo distinguen, y como un grupo de organismos, que en 

general son muy semejantes entre sí en los rasgos más esenciales de su organización 

(Lennette 1982). En esta definición ya se enmarca un problema, dado que al hablar de 

“muy semejantes” no existe un parámetro claro que defina que una bacteria sea muy 

semejante a otra. Además, deben definirse muy bien cuáles son esos rasgos más 

esenciales de su organización, lo cual ha sido objeto de estudio desde que se inició la 

clasificación de las bacterias (Collard 1985). 

 

Aquí están muy relacionados los conceptos de taxonomía y especie, porque para poder 

determinar una especie, se deben delimitar cuales son las características inequívocas que 

lo constituyen. Teniendo en cuenta todas las técnicas que se han utilizado para clasificar, 

se buscan y obtienen sólo ciertas características ya sean fenotípicas y/o genotípicas, pero 

no se ha podido establecer claramente cuáles son esos elementos constitutivos 

concluyentes que hagan única la especie. 
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Con la aparición de los métodos de secuenciación de alto rendimiento que permiten 

obtener el genoma completo de una bacteria en poco tiempo (van Dijk et al. 2014), se han 

creado nuevas formas de caracterizar los microorganismos, abriendo un nuevo panorama 

para encontrar parámetros de clasificación, construir nuevamente el árbol taxonómico y 

redefinir el concepto de especie (Rosselló-Móra and Amann 2015; Sentausa and Fournier 

2013; Zhi et al. 2012). 

 

Aunque existe mucha historia que muestra cómo se ha evolucionado en la consolidación 

del concepto sobre especie desde lo formulado por Darwin (Lewin 1981; Zachos 2016; 

Amal Y. Aldhebiani 2018), los procariotas se han convertido en un caso muy especial, dada 

su forma de reproducción. Sin embargo, se han formulado dos conceptos que pueden 

servir para la clasificación de todos los seres vivos, sin que estos sean los únicos válidos 

y tampoco los más exactos (Amal Y. Aldhebiani 2018; Rosselló-Mora 2005): 

 

• The Phenetic or pholythetic species concept (PhSC), basado en un concepto de 

similitud sobre la covarianza estadística de las características definidas, las cuales 

no son necesariamente universales dentro de los miembros de la taxa.  

 

• The evolutionary species concept (ESC), el cual es un concepto de linaje que es 

explícitamente extendido en el tiempo, el cual define una línea directa de 

descendencia con una especie ancestral inmediata. 

 

En los procariotas, pueden encontrarse dificultades en su aplicación, al no existir un 

conjunto definitivo y altamente concluyente de características por especie, realizar la 

covarianza de las características se vuelve controversial desde el punto de vista científico. 

Y por otro lado, al tener la capacidad de compartir material genético de manera horizontal 

(incluso con otras especies) y que este material, pueda ser integrado o no dentro del ADN 

cromosomal, el concepto evolutivo puede no ser considerado como universal en 

procariotas (Rosselló-Mora 2005; Zachos 2016).  

 

Por esto, aparece una definición denominada Phylo-phenetic, que define a una especie 

como “un grupo monofilético y genómicamente coherente de organismos individuales que 

muestran un alto grado de similitud global con respecto a muchas características 
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independientes y es diagnosticable una propiedad fenotípica discriminativa” (Rosselló-

Mora 2005; Rosselló-Mora and Amann 2001). Este concepto puede ser enriquecido con 

características fenotípicas, que se obtienen de diversas bases de datos y pueden ser 

procesadas en conjunto con las características genómicas, por medio de herramientas 

bioinformáticas (Q. Wheeler and Meier 2000; Rosselló-Móra and Amann 2015). 

 

Tal como en la taxonomía, a medida que exista más información y se creen mecanismos 

tales como herramientas computacionales, que permitan procesar los datos obtenidos, se 

puede reformular el concepto de especie, integrando de manera coherente lo genotípico y 

lo fenotípico, aprovechando las oportunidades que brinda el obtener la secuencia del 

genoma completo de los microorganismos (Ciccarelli et al. 2006; Fournier et al. 2015). 

1.1.3  Caracterización 

Dentro del contexto de la taxonomía los organismos deben ser descritos exhaustivamente, 

con el objetivo de ofrecer una imagen lo más completa posible de estos, que permita 

establecer sus rasgos distintivos. Específicamente para los procariotas, su caracterización 

se puede ver desde dos puntos de vista que llevan a establecer un tercero (Moore et al. 

2010): 

• Caracterización fenotípica: Basada en un principio en los rasgos visibles que 

obtenidos por diversas técnicas de laboratorio tales como morfología, condiciones 

de crecimiento, requerimientos de CO2, reacciones frente a un medio específico, 

tamaño, color, textura, opacidad, etc. Por otro lado, si es visto desde el punto de 

vista de la genética, donde se define el fenotipo como la expresión del genotipo en 

función de un determinado ambiente, existirían otros rasgos que no son visibles 

pero que permiten definir otras características importantes como la presencia de 

encimas.  

 

Esta caracterización se basa en técnicas que en algunas ocasiones no son fáciles 

de reproducir o de aplicar por el trabajo manual que conllevan, dependen del 

conocimiento que se tenga sobre los microorganismos. Este conocimiento es 

limitado debido a la gran cantidad de bacterias que existen, las pocas que se han 

podido analizar y en especial, la dificultad de reproducir y comparar los resultados 

obtenidos en diferentes laboratorios. 
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• Caracterización genotípica: Es el desarrollo y aplicación de análisis basados en el 

DNA, donde han aparecido muchos métodos que permiten obtener información 

relevante frente a los rasgos principales de las bacterias, tales como concentración 

de G+C, hibridación DNA-DNA, variaciones genómicas en sitios restrictivos, 

secuencias repetitivas, INDELS, etc. Al aparecer técnicas como PCR y la 

secuenciación de alto rendimiento, se pueden establecer características más 

específicas, que serán descritas más adelante en los métodos de tipificación. 

 

• Caracterización polifásica: Este tipo de caracterización nace a partir de la 

integración de los datos que se pueden obtener tanto fenotípica como 

genotípicamente, donde se busca un consenso entre estos dos enfoques, para 

obtener datos útiles para la clasificación. 

 

El realizar la caracterización de un microorganismo, permite conocer su composición, 

estructura, las diversas funciones que tienen los elementos que la componen, los 

diferentes mecanismos que implementa para su funcionamiento, etc. Estos permite 

obtener una descripción detallada que no solo es útil para fines taxonómicos (Moore et al. 

2010; Tindall et al. 2010). 

1.1.4 Cepa y clon 

Una cepa son los descendientes de un solo aislamiento en cultivo puro y por lo general se 

conforma con una sucesión de cultivos que en definitiva están derivados de una sola 

colonia inicial. Toda especie definida tiene una cepa que se designa como la cepa-tipo. 

Esta cepa, sirve como la name-bearer de la especie, estableciéndose como el espécimen 

de referencia. La cepa-tipo, tiene una gran importancia para la clasificación, debido a que 

la especie está compuesta por la cepa-tipo y todas aquellas cepas que se considera que 

son lo suficientemente similares a la cepa-tipo para justificar su agrupación en la misma 

especie (Brenner, Staley, and Krieg 2005; Saxena and Awasthi 2003). 

 

Desde el enfoque microbiológico y epidemiológico se puede decir que “un clon se define 

como un grupo de cepas obtenidas por separado de diferentes fuentes, en diferentes 

localizaciones, y quizás, en tiempos diferentes, pero que presentan caracteres fenotípicos 
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y genotípicos muy parecidos, de manera que la explicación más lógica de su similitud es 

un origen común” (Ruiz and Guillén 2006). 

 

Dado que los microorganismos son genéticamente inestables y acumulan modificaciones 

de su material genético en cada generación, el concepto de identidad en los componentes 

de un clon se vuelve relativo en el tiempo, ya que estas modificaciones pueden ser debidas 

a mutaciones al azar, o a fenómenos de recombinación genética como la inserción o 

eliminación de elementos móviles como plásmidos, secuencias de inserción o 

transposones. A esta inestabilidad genética se le conoce como deriva genética. Este hecho 

tiene una relevancia baja cuando se comparan cepas aisladas en tiempos cercanos, pero 

aumenta su importancia cuando son aisladas en intervalos de tiempo considerables (Coll 

2000). 

1.2 Identificación y tipificación 

Edwards y Ewing, en el estudio que realizaron de las Enterobacteriaceae, definieron los 

principios de la caracterización, clasificación e identificación de los microorganismos 

(Edwards and Ewing 1972; Lennette 1982): 

 

• La clasificación e identificación de un organismo, debe basarse en el conjunto de 

sus características morfológicas y bioquímicas. Una sola característica, por más 

importante que sea, no es base suficiente para clasificar o identificar un organismo. 

• Para poder definir con precisión las características bioquímicas de una determinada 

especie es necesario probar muestras amplias y diversas de cepas, expresando 

los resultados en porcentajes. 

• Las cepas atípicas, cuando se las estudia debidamente, resultan ser a menudo 

miembros perfectamente típicos de un grupo biológico dado dentro de una especie 

existente y a veces son miembros típicos de una nueva especie. 

 

Como concepto, la identificación es la utilización práctica de un esquema de clasificación 

para determinar la identidad de un aislamiento como miembro de un taxón específico o 

como un miembro de una especie que no había sido identificada previamente. La 

identificación es el último paso en la sistemática de la taxonomía, ya que es a la vez el acto 

y el resultado de establecer si las cepas pertenecen a una taxa establecida y publicada 
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válidamente (Zhi et al. 2012). Dentro del árbol taxonómico de los procariotas, el último nivel 

existente es el de la especie de manera oficial. Aunque existen trabajos que sugieren que 

existen subespecies, no se puede definir con gran exactitud. (Moore et al. 2010; Rosselló-

Móra and Amann 2015; Zhi et al. 2012). 

 

Por otro lado, la tipificación bacteriana se define como encontrar un método sistémico que 

permita discernir la variabilidad que existe entre cepas que pertenezcan a la misma especie 

mediante la definición de marcadores que dejen poner en manifiesto dicha variabilidad 

(Catalano 1994). En otros términos, se entiende como la caracterización más detallada de 

las bacterias con el propósito de determinar la similitud entre 2 o más sepas de la misma 

especie (Ruiz and Guillén 2006).  

 

La tipificación es utilizada con objetivos particulares tal como: En los mecanismos de 

resistencia a antimicrobianos, establecer grupos intra-especie basados en sus perfiles de 

resistencia; en ecología, si una sepa aislada de una muestra de suelo es del mismo grupo 

clonal que la encontrada en otra área (Brenner, Staley, and Krieg 2005). 

 

La tipificación en la epidemiología, lo cual es el principal interés en este trabajo, “…es 

utilizada para varios objetivos; evaluar si un proceso infeccioso es una reinfección en 

pacientes que ya han sido tratados, analizar múltiples cepas de la misma especie 

obtenidas del mismo paciente y/o durante un brote epidémico, definir con mayor precisión 

la epidemiología de dicho brote” (Ruiz and Guillén 2006). 

 

Aunque la tipificación en un orden lógico se realiza después de la identificación, para 

realizar la caracterización de las bacterias, los métodos de tipificación han entregado las 

herramientas necesarias para definir los métodos de identificación, por lo cual a 

continuación se hará primero la descripción de los métodos de tipificación y luego los de 

identificación. 

1.3 Métodos de tipificación 

“Un método de tipificación es aquel que puede ser usado para diferenciar cepas 

bacterianas pertenecientes a una misma especie. La esencia del uso de estos métodos es 

la de ser capaz de comparar aislamientos y agrupar cepas con idénticos resultados en un 
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mismo grupo” (Acuña Ana María et al. 2002). Los métodos de tipificación deben cumplir 

cuatro requisitos esenciales propuestos por Maslow (Forbes 2009):  

 

• Capacidad de tipificación: La capacidad del método de producir resultados 

claramente interpretables con la mayoría de las cepas de las especies bacterianas 

evaluadas. 

• Reproducibilidad: La capacidad del método de obtener reiteradas veces el mismo 

resultado del perfil de tipificación con la misma cepa bacteriana. 

• Poder de discriminación: La capacidad del método de producir resultados que 

permitan la diferenciación clara de dos cepas no relacionadas de la misma especie 

bacteriana. 

• Practicidad: El método debe ser versátil, relativamente rápido, económico, 

técnicamente simple y proporcionar resultados interpretables con facilidad. 

 

Los métodos de tipificación caen en dos amplias categorías: fenotípicos y genotípicos. Los 

primeros son aquellos que, para diferenciar cepas, estudian las propiedades bioquímicas, 

antigénicas, sensibilidad a fagos, a antimicrobianos, etc. Estas propiedades, tienen 

tendencia a variar con las condiciones de cultivo, fase de crecimiento, ocurrencia de 

mutaciones espontáneas etc., debido a que son el resultado de la expresión génica (Acuña 

Ana María et al. 2002; Brenner, Staley, and Krieg 2005). 

 

Por otra parte, los métodos genotípicos, se basan en el análisis de la estructura genética 

de un organismo. Estos métodos están menos sujetos a variación natural, aunque pueden 

afectarse por inserciones o deleciones de ADN en el cromosoma, ganancia o pérdida de 

ADN extracromosómico o mutaciones aleatorias que puedan crear o eliminar por ejemplo 

sitios de restricción. En general, los métodos fenotípicos tienen un poder de tipificación 

limitado, debido a que cada uno es aplicable a un número reducido de especies 

bacterianas, mientras que los métodos genotípicos son en general aplicables a cualquier 

taxón bacteriano (Ghislain, Zhang, and Herrera 1998; Ruiz and Guillén 2006). 

 

Sin embargo, la aplicación de los métodos tradicionales de tipificación bacteriana juega un 

rol esencial, en la caracterización de cepas bacterianas. Generalmente, se utilizan para 

agrupar bacterias aisladas de un posible brote como pertenecientes a un mismo biotipo, 
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serotipo, antibiotipo, y de ser aplicable fagotipo en la epidemiología (Saxena and Awasthi 

2003). Los métodos fenotípicos actualmente utilizados son (Acuña Ana María et al. 2002; 

Lennette 1982; Prats 2006): 

 

• Biotipificación: El fundamento de la biotipificación se basa en revisar las 

variaciones intra-especie de las funciones bioquímicas detectadas mediante 

pruebas metabólicas. A menudo es necesario practicar un gran número de 

reacciones bioquímicas, que podrían ser hasta 50, para para lograr una buena 

discriminación. Generalmente se utilizan micro-galerías comerciales con medios 

liofilizados que permiten estudiar fácilmente una gran cantidad de caracteres 

metabólicos. Se considera que es insuficiente por su escaso poder discriminatorio 

y pobre reproducibilidad, ya que los microorganismos pueden alterar de forma 

impredecible la expresión génica. 

 

• Perfiles de sensibilidad a antimicrobianos: Estos perfiles se obtienen por medio 

de pruebas de sensibilidad a diferentes antimicrobianos, la cual es una prueba muy 

frecuente en los laboratorios clínicos. Su poder discriminativo depende de la 

cantidad de agentes antimicrobianos con los que se evalúe y la resistencia natural 

de la especie concreta. Es de muy bajo poder discriminatorio, debido a que la 

resistencia a antimicrobianos muchas veces es portada por plásmidos que son 

fácilmente transferibles entre cepas incluso de otras especies, mostrando que 

aislamientos no relacionados, posean el mismo perfil. 

 

• Serotipificación: Se basa en la detección de diferentes antígenos de superficie 

mediante una colección de anticuerpos específicos. Es muy utilizado en la 

tipificación de bacterias capsuladas. Es uno de los métodos utilizados de forma 

masiva para estudios epidemiológicos en diferentes especies de bacterias. Aunque 

se debe mantener el número necesario de anticuerpos almacenados en laboratorio, 

debido a la asociación de ciertos serotipos con las enfermedades transmitidas por 

alimentos (ETA), estos métodos resultan de gran valor epidemiológico. Sin 

embargo, dado el desarrollo de métodos de genotipificación, se ha demostrado la 

existencia de varias líneas clonales de diferentes tipos de especie, dentro de un 
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mismo serotipo, lo que pone en cuestión el poder discriminatorio de la 

serotipificación y lo muestra como insuficiente. 

 

• Fagotipificación: Se basa en la caracterización de cepas tomando la 

susceptibilidad de estas a un panel definido de bacteriófagos. Es un método con 

importante poder discriminatorio, aunque ha sido demostrado que ciertos fagotipos 

pueden cambiar debido a la adquisición de plásmidos de resistencia o 

transposones entre otros. La fagotipificación resulta insuficiente cuando un 

determinado tipo prevalece en un área geográfica y tal como sucede con la 

serotipificación, los métodos genotípicos han encontrado líneas clonales dentro del 

mismo fagotipo. 

 

• Perfiles proteicos: Estos perfiles son creados con base en la separación 

electroforética de proteínas de la membrana externa de la bacteria. Ha resultado 

útil en la caracterización de cepas de amplia distribución geográfica, pero en otros 

casos, donde se realizó además la tipificación con serotipos, estos perfiles eran 

iguales para diferentes serotipos identificados. 

 

Por otro lado, existen los métodos genotípicos y que permiten con mínimas modificaciones, 

ser aplicados con la misma metodología para una gran variedad de especies bacterianas. 

Estos métodos pueden ser clasificados en tres grandes grupos que son: 

 

• Basados en Restricción: Estos métodos se basan en realizar una restricción 

enzimática al aislamiento evaluado. Cada endonucleasa de restricción cliva el ADN 

en una secuencia específica de nucleótidos que puede encontrarse numerosas 

veces en el genoma. El número y tamaño de los fragmentos de restricción 

generados con una enzima en una determinada muestra de ADN refleja la 

frecuencia y distribución de los sitios de restricción. Distintas cepas de la misma 

especie bacteriana, podrán tener perfiles de restricción diferentes debido a 

variaciones en su secuencia de ADN (Forbes 2009; Ruiz and Guillén 2006). 

• Basados en amplificación del ADN: La reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) brinda la posibilidad de multiplicar in vitro una gran cantidad de veces un 

fragmento del DNA del genoma de un microorganismo. Estas técnicas por su 
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facilidad y elevada sensibilidad, son utilizadas para la detección de 

microorganismos, en especial, cuando los métodos tradicionales son lentos, 

laboriosos o inexistentes (Prats 2006). Gracias a que existen diferentes técnicas de 

amplificación, se han desarrollado diversos métodos de tipificación que fueron 

variados de acuerdo con las nuevas posibilidades que se observaban con la 

amplificación.  

• Basados en secuenciación de ADN: La secuenciación del ADN es un conjunto 

de métodos y técnicas bioquímicas para determinar el orden de los nucleótidos en 

un oligonucleótido de ADN. Se han desarrollado varias técnicas desde 1975, 

iniciando con el método de terminación de la cadena desarrollado por Frederick 

Sanger y colaboradores (Sanger and Coulson 1975). 

 

En 2005, las nuevas tecnologías de secuenciación de alto rendimiento aparecieron 

siendo conocidas como tecnologías de “secuenciación de última generación”, ya 

que sustituyeron el método de secuenciación de terminación de cadena didesoxi 

propuesto e implementado por Sanger. Debido a su desarrollo rápido y notable, 

que ha facilitado la obtención de la secuencia de un gran número de genomas, la 

técnicas NGS se han convertido en una de las herramientas esenciales para el 

estudio de genómica microbiana (Bertelli and Greub 2013; van Dijk et al. 2014). 

 

A continuación, se hará una descripción de los métodos que han sido más utilizados de 

estos tres tipos y aunque algunos han sido dejados de utilizar, permiten generar un 

contexto sobre las técnicas utilizadas y las características que se han determinado en cada 

uno de ellos para poder discriminar los tipos de cepas dentro de la especie. Se hará mayor 

énfasis en los métodos basados en secuenciación por el objetivo planteado en este trabajo. 

1.3.1 Métodos basados en restricción 

1.3.1.1 Perfiles plasmídicos 

Los plásmidos son elementos de ADN circular extracromosómico que contienen al menos 

un origen de replicación. Cuando la célula se divide, copias de los plásmidos presentes se 

distribuyen entre las hijas, por lo cual se esperaría que la misma línea clonal contenga los 

mismos plásmidos. El número y el tamaño de los plásmidos presentes es utilizado como 
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base para la tipificación de cepas (Acuña Ana María et al. 2002). El sistema de tipificación 

fue mejorado y por eso clasificado como método basado en restricción, ya que se le agregó 

la realización de una restricción enzimática sobre los extractos plasmídicos. 

 

Este método fue muy utilizado para el análisis de infecciones causadas por una variedad 

de bacilos Gram negativos. Sin embargo, no siempre es válido asumir que cepas 

pertenecientes a una misma línea clonal contienen los mismos plásmidos, dado que se 

trata de elementos con alta tasa de transferencia entre cepas incluso de diferentes 

especies (de Filippis and McKee 2013). La tipificación por perfiles plasmídicos es útil para 

estudios epidemiológicos que se encuentren limitados tanto temporal como 

geográficamente, y puede tener más valor si es complementado con otras técnicas 

genotípicas (Acuña Ana María et al. 2002). 

1.3.1.2 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

Este método combina el uso de enzimas de restricción con el uso de sondas génicas, 

transfiriendo a una membrana de nitrocelulosa o de nylon el ADN separado por 

electroforesis e hibridizando la membrana con un fragmento de ADN marcado química o 

radioactivamente, el cual se unirá específicamente a aquellos fragmentos génicos que 

posean una secuencia complementaria. De esa manera, las variaciones en el número y 

tamaño de los fragmentos detectados por hibridación son de más fácil interpretación (de 

Filippis and McKee 2013; Forbes 2009).  

 

Según la sonda utilizada, varían las posibilidades de tipificación de la técnica, con diferente 

poder discriminatorio dependiendo de la especie bacteriana. Es frecuente utilizar como 

sondas, secuencias de inserción características. Cuando se utilizan sondas 

complementarias a las secuencias codificantes para RNA ribosómico 16 y 23S, la técnica 

se denomina ribotipificación. El RFLP y la ribotipificación han sido ampliamente utilizados 

para la tipificación de cepas de Salmonella, Shigella y E.coli, obteniendo una excelente 

reproducibilidad y poder discriminatorio, aunque su realización es laboriosa (Catalano 

1994; Gorbach, Bartlett, and Blacklow 2004; Persing et al. 2004). 
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1.3.1.3 PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) 

El sistema de electroforesis en gel de agarosa permite separar fragmentos de ADN en 

grandes secciones, superando los obtenidos en la electroforesis tradicional. El sistema 

utiliza 3 electrodos distribuidos hexagonalmente alrededor del gel y que aplican un flujo 

eléctrico en cortos periodos de tiempo, por lo que recibe el nombre de campo pulsado. 

Esto aumenta el poder de resolución de la electroforesis y permite separar fragmentos de 

más de 1000 Kb (Catalano 1994; de Filippis and McKee 2013; Prats 2006). 

 

El genoma bacteriano que contiene entre 2000 y 5000 Kb es clivado con enzimas de 

restricción y baja frecuencia de corte, generando entre 10 y 30 fragmentos de 10 a 800 Kb 

que son obtenidos por medio del campo pulsado. Según la mayoría de estudios, casi todas 

las especies de bacterias son tipificables por este método, siendo uno de los de mayor uso 

y poder discriminatorio, lo que lo ha constituido en el método de elección para una gran 

cantidad de especies en los centros internacionales de referencia pero tiene una gran 

dificultad a la hora de reproducirlo ya que depende de muchos factores humanos en su 

preparación (Gorbach, Bartlett, and Blacklow 2004; Grody et al. 2009). 

1.3.2 Métodos basados en amplificación 

1.3.2.1 RAPD (random amplification polymorphic ADN) 

Es una variación de la PCR clásica, que utiliza un único oligonucleótido corto (típicamente 

de 10 pb), el cual por requerir baja temperatura de hibridación se une a múltiples sectores 

del cromosoma bacteriano iniciando en diferentes sitios la síntesis de ADN. Durante los 

ciclos, los múltiples sitios de unión producen la amplificación de numerosos fragmentos de 

tamaños diferentes. En teoría, las cepas que tienen secuencias de nucleótidos similares 

tendrán sitios de unión similares y así producirán fragmentos amplificados de tamaños 

similares. Esto permitirá que al comparar los patrones de migración de los fragmentos 

después de una electroforesis se evalúe si las sepas o los aislamientos son los mismos, 

similares o no tienen ninguna relación (Coll 2000; Forbes 2009).  

 

Este método de tipificación es aplicable tanto a eucariotas como a procariotas y su 

reproducibilidad y poder discriminatorio se ha sometido a diferentes discusiones entre los 

investigadores, sin llegar a conclusiones definitivas (Acuña Ana María et al. 2002). 



18 1 Estado de la identificación y tipificación de bacterias 

 

1.3.2.2 Amplificación de fragmentos genómicos por PCR con cebadores 
arbitrarios – AP-PCR  

La amplificación por PCR de fragmentos genómicos al azar, empleando cebadores de 

secuencia arbitraria y se ha utilizado para ver la diversidad génica a cualquier nivel dentro 

del rango de especie. El método se basa en el mismo principio que RAPD, pero con 

cebadores desconocidos, basados en un área específica que se desee amplificar. Se 

pueden emplear, entre otros, cebadores pequeños (alrededor de 10 nucleótidos) basados 

en secuencias de inserción en el ADN o repeticiones en tándem (Acuña Ana María et al. 

2002; Pallás 2008; de Filippis and McKee 2013). 

 

Esta técnica posee una alta resolución, y en el momento que se desarrolló fue de las más 

usada para valorar diversidad intra-especie, así como herramienta adicional en la 

identificación bacteriana (Louws et al. 1999). 

1.3.2.3 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 

Se fundamenta en la amplificación mediante PCR de fragmentos de restricción generados 

a partir de ADN cromosómico, a los que previamente se les ha unido unos adaptadores 

que hibridan con cebadores específicos. Existen variaciones metodológicas del AFLP, 

dependiendo del número de cebadores (normalmente se utilizan 1 o 2), del tipo de marcaje 

de los cebadores (radiactivo o fluorescente) y del número de enzimas de restricción 

utilizadas. Los protocolos de AFLP más utilizados suelen emplear 2 enzimas de restricción 

y cebadores fluorescentes. Las ventajas más interesantes de este método son su elevada 

sensibilidad y su excelente poder de discriminación (Fernández-Cuenca 2004). 

 

Es un método más complejo que el RAPD porque involucra mayor tiempo de realización y 

laboriosidad, dada la restricción, la unión de los fragmentos con espaciadores de ADN y la 

amplificación posterior usando oligonucleótidos complementarios a las secuencias de los 

espaciadores (de Filippis and McKee 2013). 

1.3.2.4 rep-PCR 

Este método se basa en amplificación por medio de PCR, de fragmentos del genoma que 

se encuentran entre dos secuencias repetidas. Son 3 las secuencias que se han utilizado 

con esta finalidad: 
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• Secuencias repetitivas palindrómicas extragénicas (REP - Repetitive Extragenic 

Palindromic) 

• Secuencias consenso repetitivas intragénicas de enterobacterias (ERIC - 

Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) 

• Elementos BOX, que se refieren a tres regiones discriminatorias; boxA, boxB y 

boxC, con 59, 45 y 50 pares de bases de longitud respectivamente. 

 

Estas secuencias están repetidas y próximas entre sí y se utilizan como diana para los 

cebadores que amplifican los espacios intermedios. Esta técnica consiste en comparar y 

encontrar diferencias de tamaño existentes entre los espacios intermedios amplificados de 

las cepas analizadas. Estas técnicas han mostrado ser más reproducibles que la AP-PCR 

y tienen aplicación en estudios epidemiológicos de un gran número de especies. También 

se caracterizan por su sencillez y rapidez, siendo aplicable en laboratorio (Grody et al. 

2009; Prats 2006; Van Belkum and Hermans 2001). 

1.3.3 Métodos basados en secuenciación 

1.3.3.1 SLST (Single Locus Secuence Typing) 

Permite realizar el análisis de las variaciones que puede poseer una región particular 

(generalmente de un solo gen) que está asociada ya sea a virulencia, patogenicidad, 

resistencia a antimicrobianos u otro tipo de función, la cual está plenamente identificada 

como un elemento existente en el ADN de la especie y que tiene una alta conservación a 

lo largo del tiempo (Grody et al. 2009). 

 

Este método consiste en seleccionar un gen específico, del cual se obtiene la secuencia 

de ADN por alguno de los diferentes métodos existentes. Esta cadena de nucleótidos es 

comparada y analizada frente a otras cadenas obtenidas de otros aislamientos, con el fin 

de conocer su similitud y definir si pertenecen al mismo tipo, utilizando herramientas de 

alineamiento como BLAST. Existen diversas bases de datos que contienen secuencias de 

los genes específicos, lo que permite comparar no sólo con aislamientos procesados 

localmente, sino con cepas de otros lugares. 
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Aunque el término fue atribuido gracias al trabajo realizado sobre la comparación de 

métodos de tipificación, realizada en cepas de Staphylococcus aureus (Shopsin et al. 

1999), se ha generalizado para el estudio de cualquier gen que pueda ser identificado en 

la secuencia de ADN del microorganismo (Grody et al. 2009; Janda and Abbott 2007). 

1.3.3.2 Análisis VNTR Multiple-Locus (MLVA) 

Este utiliza el número de variaciones que ocurren naturalmente en secuencias de ADN 

repetidas en tándem y que se encuentran en muchos loci diferentes en el genoma. El 

método se origina a partir de la ciencia forense, donde se utiliza para obtener la llamada 

huella dactilar molecular del ADN en muestras de origen humano, extendiéndose también 

a microorganismos tales como bacterias. Sin embargo, es un método utilizado sólo en unas 

especies particulares dados los datos disponibles. 

 

En MLVA analiza el número variable de repeticiones en tándem (VNTR por sus siglas en 

inglés). Esto se consigue mediante la realización de PCR de los VNTR seguido de la 

secuenciación de la cadena de ADN. El tamaño del producto evaluado se utiliza para 

calcular el número de unidades de repetición en cada locus. Los números calculados de 

repeticiones de los VNTR generan el denominado perfil de MLVA. Cada perfil único MLVA 

se convierte en un tipo el cual es establecido y numerado (Francois et al. 2005).  

 

Los perfiles de MLVA, son almacenados en diferentes bases de datos para su posterior 

utilización en el proceso de tipificación, permitiendo tanto la comparación como la 

agrupación de las cepas bacterianas. La evaluación inequívoca del número de repeticiones 

resulta en datos numéricos que pueden ser fácilmente comparados con los de las bases 

de datos centrales. Las dos bases de datos más representativas se encuentran en 

http://www.mlva.net/ y http://www.mlva.eu/ (Francois et al. 2005; Vergnaud and Pourcel 

2009). 

1.3.3.3 Multi-Locus Sequence Typing (MLST) 

MLST posee un flujo de trabajo que se compone por la recolección de los datos, análisis 

de los datos y análisis “multilocus” de las secuencias. El procedimiento caracteriza las 

muestras mediante la secuenciación de fragmentos internos o sub-unidades de genes 

constitutivos o housekeeping (subunit of DNA gyrase (gyrB), subunit of RNA polymerase 

http://www.mlva.net/
http://www.mlva.eu/
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(rpoB), sigma 70 (sigma D), factor of RNA polymerase (rpoD), recombinase A (recA), 

subunit of ATP synthase F0F1 (atpD), translation initiation factor IF-2 (infB), tRNA 

modification GTPase ThdF or TrmE (thdF) o chaperoninGroEL (groEL)) (Glaeser and 

Kämpfer 2015).  

 

Se amplifican mediante PCR fragmentos internos entre 450 y 500 pares de bases de cada 

gen y las secuencias son obtenidas mediante el uso de secuenciadores automáticos de 

ADN. Se le asigna un número particular de alelo a cada secuencia única que se pueda 

identificar del gen constitutivo. Cada muestra se caracteriza por las secuencias únicas de 

alelos en cada uno de los loci, lo cual constituye su perfil alélico o tipo de secuencia, en 

inglés sequence type – ST (M. C. Enright and Spratt 1999). Si aparecen alelos y ST nuevos, 

son almacenados en las bases de datos tras su verificación. 

 

En la última parte de la MLST se establece el parentesco de las muestras mediante la 

comparación con los perfiles alélicos almacenados en las bases de datos de referencia. La 

mayoría de los perfiles de MLST son albergados por dos servidores web; en el Imperial 

College de Londres (Aanensen and Chan n.d.) y en la Universidad de Oxford (K. Jolley 

n.d.), almacenando los perfiles generados tanto por la universidad de Oxford como por el 

instituto Pasteur (M. C. Enright and Spratt 1999; Mette V. Larsen, et al 2012). 

1.3.3.4 Tipificación por alineamiento de genoma completo 

Este método se basa en tomar la secuencia del genoma completo de una o varias bacterias 

y realizar la comparación de estas con una de referencia que sea conocida de la especie, 

por medio de un alineamiento genoma a genoma o alineamiento múltiple, buscando las 

variaciones que existan entre ellas. Generalmente, se buscan cuáles son las variaciones 

de un solo nucleótido (SNV – Single Nucleotide Variants) existentes y se realiza un 

procesamiento estadístico de estos datos. Este método es meramente computacional y se 

basa en los datos obtenidos de la secuencia del genoma completo (WGS – Whole Genome 

Secuence). 

 

Los modelos estadísticos utilizados, se basan en el desarrollo que se ha realizado en los 

análisis de estudios de SNPs, generando perfiles que permiten identificar la variación entre 

los genomas, obteniendo resultados que pueden ser comparados entre sí (Nielsen et al. 
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2011; Salipante et al. 2015). Es uno de los métodos de mayor detalle, dado que ofrece 

información en un alto nivel de especificidad y se han generado bases de datos que 

almacenan estas variaciones, permitiendo la comparación de los resultados obtenidos en 

diferentes estudios (Kitts and Sherry 2002). 

1.4 Métodos de identificación 

Los métodos de identificación no son esquemas de clasificación, aunque puede haber una 

semejanza superficial. Un esquema de identificación para un grupo de organismos se 

puede diseñar sólo después de que el grupo primero se ha clasificado (es decir, reconocido 

como diferente de otros organismos). La identificación de este grupo se basa en una o más 

características, o en un patrón de características, que todos los miembros del grupo 

poseen y otros grupos no (Brenner, Staley, and Krieg 2005). 

 

La identificación actualmente puede realizarse usando varios métodos. Los descritos a 

continuación, utilizan información genotípica y aunque en algunos casos sólo se centran 

en un conjunto de marcadores, pueden ser utilizados teniendo el genoma completo del 

microorganismo (Federhen et al. 2016; Larsen et al. 2014). Algo que debe tenerse en 

cuenta, es que varios de los métodos se basan en genes ribosomales por 3 razones 

principales (Pallás 2008): 

 

• Debido a las restricciones funcionales de los ácidos nucleicos de los ribosomas y 

que las sustituciones de los nucleótidos en estas secuencias ocurren 

aparentemente en una tasa tan regular y baja, que son considerados como 

verdaderos relojes moleculares para el estudio de la evolución bacteriana.  

• Algunas regiones de estos genes evolucionan a tasas ligeramente diferentes de 

otras, lo que se traduce en la existencia de regiones en las que se alternan 

conservación y variabilidad en las secuencias.  

• Las zonas conservadas permiten el diseño de cebadores universales 

potencialmente capaces de amplificar por PCR segmentos de ácidos nucleicos que 

contienen posiciones informativas desde el punto de visto filogenético de cualquier 

organismo procariótico. 
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1.4.1 Identificación basada en el gen 16S rRNA y/o otros genes 
complementarios 

Las primeras investigaciones adelantadas frente a este método se basan en que los genes 

ribosomales denominados 16S y 23S, tienen la suficiente cantidad de pares de bases para 

entregar información que permite caracterizar de forma razonable la mayoría de las 

bacterias fitopatógenas. No obstante, cuando se trata de discriminar entre especies muy 

próximas, el 23S generalmente permite una resolución mayor, simplemente porque tiene 

una cantidad mayor de nucleótidos (alrededor de 2,5 Kb frente a las 1,6 Kb que conforman 

el 16S) y contiene un mayor grado de variabilidad en la secuencia. (Janda and Abbott 2007; 

Pallás 2008; Chun et al. 2007).  

La resolución taxonómica del gen 16S puede quedar limitada cuando se trata de establecer 

relaciones filogénicas en entre bacterias estrechamente relacionadas, particularmente 

entre aquellas que muestran homologías de secuencias del 97% o superior (Rosselló-Mora 

and Amann 2001). Además, esto se complica por la variación significativa entre secuencias 

de especies idénticas con múltiples secuencias de ADN ribosomal depositadas en las 

bases de datos. Algunas de estas disparidades, pueden ser atribuidas a una verdadera 

heterogeneidad filogenética, pero otras pueden darse como resultado de errores menores 

de secuenciación o de la inclusión de aislados con estatus taxonómicos no muy bien 

definidos. 

El método se plantea iniciando con la obtención del gen ribosomal 16S ya sea por métodos 

de amplificación y posterior secuenciación o realizando su extracción del genoma 

completo, utilizando diferentes aplicaciones bioinformáticas. Esta secuencia es comparada 

por medio de alineamiento pareado con otras existentes en bases de datos de referencia, 

para encontrar con cuál de ellas existe una mayor similitud y poder asignarle la especie 

correspondiente (O.-S. Kim et al. 2012; Kirschner and Bottger 1998). 

1.4.2 Multilocus Sequences Analysis (MLSA) 

Basado en el principio de MLST, MLSA utiliza secuencias parciales de genes codificantes 

de proteínas con una función conservada, a los cuales se les denominan “genes 

housekeeping”, los cuales son usados para generar arboles filogenéticos y deducir 

filogenias con el fin de poder delimitar mejor las especies al igual que se ha buscado hacer 
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con el gen 16S rRNA, pero que no tiene el suficiente poder de resolución en especies muy 

cercanas. 

El procedimiento es el mismo que el realizado en MLST, obteniendo las subunidades de 

los genes constitutivos ya sea por técnicas de amplificación PCR por medio de cebadores 

(primers) o extraídas del genoma completo, obteniendo secuencias entre 400 y máximo 

600 pb. Estas secuencias son alineadas con las secuencias de referencia definidas para 

cada gen obteniendo el alelo correspondiente y generando el perfil MLST de la muestra. 

Este perfil es buscado dentro de los perfiles que ya se encuentran almacenados en las 

bases de datos y permite definir la especie correspondiente dependiendo de donde haya 

sido ubicado en el árbol filogenético (Glaeser and Kämpfer 2015). 

1.4.3 Ribosomal Multi-Locus Sequence Typing (rMLST) 

Aunque es una técnica de tipificación, es una herramienta que permite caracterizar las 

sepas para cumplir su objetivo principal que es poder resolver la diversidad de las bacterias 

desde el dominio hasta la cepa. Al igual que MLSA, sigue el principio de MLST al trabajar 

con subunidades de proteínas, pero ahora utilizando 53 genes ribosomales, las cuales son 

denominadas como rps (ribosome protein subunits), las cuales fueron escogidas por 3 

razones principales: 

• Están presentes en todas las bacterias. 

• Están distribuidos en todo el cromosoma. 

• Codifican proteínas que son consideradas como conservadas. 

 

Para poder definir los perfiles, se basaron en los datos existentes en la base de datos 

integrada de genomas microbianos – IMG (Markowitz et al. 2012) de 1902 cepas que 

representaban el dominio entero de bacterias, las cuales fueron procesadas en BIGSdb 

(Keith A. Jolley and Maiden 2010), para determinar los rps y generar el árbol filogenético 

que permitió generar una filogenia de referencia actualmente utilizada para la identificación 

de nuevas bacterias, por medio del genoma completo (K. A. Jolley et al. 2012). 
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1.4.4 Análisis del Pan-genoma 

Un pan-genoma hace referencia en la biología molecular al conjunto de todos los 

elementos genéticos que se pueden encontrar en los diferentes genomas de una misma 

especie. Por lo general se habla de genes, sin embargo, podrían utilizarse otro tipo de 

marcadores (Medini et al. 2005). 

Aunque existen varias formas de homogenizar los genes, existen enfoques que integran 

dominios funcionales en colecciones de modelos ocultos de Markov (HMM) y utiliza esta 

información para generar grupos de proteínas homólogas agrupándolas en familias. 

Basados en el contenido de los dominios funcionales se construye el pan-genoma de cada 

especie. Con esto, se generan perfiles taxonómicos, los cuales son utilizados 

posteriormente para identificar nuevas bacterias utilizando el genoma completo 

(Lukjancenko et al. 2013). 

Otro enfoque implementado en el programa denominado Roary, genera el pan-genoma 

basado únicamente en los datos de las muestras con las que se cuente para la ejecución 

de la aplicación, es decir, no se generan perfiles ni almacenamiento de los resultados para 

generar una base de datos de referencia con la que se pueda comparar. Este análisis se 

realiza en el momento de ejecución, agrupando los genes codificantes de las diferentes 

muestras de acuerdo con un porcentaje de similitud, definiendo un grupo de genes con 

mayor frecuencia denominados “core” y otros que tienen una menor frecuencia 

denominados como “genes accesorios”. El resultado obtenido es un árbol filogenético de 

las muestras, lo cual permite realizar identificación y/o tipificación, si una o varias de las 

muestras analizadas fueran genomas de referencia almacenadas en bases de datos como 

RefSeq del NCBI (Page et al. 2015). 

1.4.5 Sobrelapamiento de k-mers 

En términos muy generales, el método toma todos los posibles k-mers de una longitud 

específica, que estén presentes en el genoma que se está analizando. Previamente se ha 

creado un repositorio con los datos procesados de la misma manera de genomas de 

referencia tomados de NCBI, los cuales han sido previamente analizados y han generado 

un perfil taxonómico. El perfil creado para el genoma analizado, es comparado con los 
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datos almacenados en el repositorio, realizando la identificación (Hasman et al. 2014; 

Lagesen et al. 2007). 

Si se generan estos perfiles con todas las muestras disponibles de una sola especie, se 

pueden establecer patrones que permitan mostrar la similitud entre las muestras e incluso 

generar grupos intra-especie. Esto quiere decir, que este método también puede ser 

utilizado para tipificar. 

1.5 Coincidencias y diferencias entre la identificación y la 
tipificación 

Teniendo como base todos los conceptos recopilados en las secciones anteriores, se 

puede llegar a la conclusión que tanto la identificación como la tipificación son procesos 

con objetivos diferentes. El objetivo de la identificación es asignar a un aislamiento 

desconocido la especie a la que pertenece de acuerdo con la nomenclatura definida. La 

tipificación tiene por objetivo encontrar formas de caracterizar las muestras y que permitan 

establecer si los aislamientos que pertenecen a una misma especie están relacionados o 

no entre sí, para establecer si provienen de un predecesor común, tratando de generar las 

relaciones clonales entre estos. 

Desde un punto de vista personal, si la tipificación pudiera llegar al punto de establecer 

claramente que existen grupos dentro de la especie a los cuales se les pueda caracterizar 

de una forma clara y estandarizada, y que estas características se pudieran evaluar en 

nuevos aislamientos de una forma homogénea, se podrían incluir dentro de la taxonomía 

establecida e incluso llegar a decir que existen las subespecies. Sin embargo, esto haría 

que ya no fuera un proceso de tipificación sino un proceso de identificación. 

Un buen ejemplo de lo anterior es la tipificación a través de los métodos MLST y MLVA, ya 

que ha llegado a definir para algunas especies, un grupo específico de características que 

son obtenidas y evaluadas de una forma estándar, para establecer si una nueva muestra 

pertenece a un ST (Sequence Type) de los que ya se tienen establecidos. No se puede 

afirmar que estos grupos pudiesen llegar a convertirse en una nomenclatura taxonómica, 

pero si se llegara a esto, pasarían a ser métodos de identificación de subespecie. Algo a 

resaltar es que los resultados de MLST para ser usados en identificación, deben pasar por 

un proceso de análisis desde la perspectiva de especie, tal como es implementado en el 

método MLSA. 
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Por otro lado, se puede evidenciar que, tanto para identificar como para tipificar, el punto 

de partida y elemento fundamental para poder establecer un método es la forma como se 

caracterizan las muestras. A medida que se han desarrollado técnicas para encontrar 

reacciones bioquímicas distintivas y/o los elementos que componen el ADN, se han 

generado nuevos métodos que utilizan esas características. 

En los métodos recopilados en este documento, se puede evidenciar que la caracterización 

puede realizarse de la misma forma para los 2 procesos, incluso, gran parte de los 

procedimientos son iguales para comparar las características entre los aislamientos, pero 

la conclusión depende del análisis frente al objetivo. Esto se puede evidenciar en métodos 

como el sobrelapamiento de k-mers, el cual tiene una forma de caracterizar y analizar las 

características, pero si se realiza la comparación con los perfiles establecidos para la 

especie, es un proceso de identificación. Si se comparan entre sí los perfiles de muestras 

de la misma especie, se realiza un proceso de tipificación. 

Uno de los métodos que permite realizar los 2 procedimientos de manera simultánea es el 

rMLST, ya que, al tener una base de referencia unificada, teniendo los 53 rps como forma 

única de caracterización para varias especies, en el momento de asignar a la muestra 

desconocida el ST en el cual coincide, se tipifica y se encuentra la especie a la que 

pertenece. 

1.6 Cómo interviene la bioinformática 

“La bioinformática conceptualiza la biología en términos de moléculas (en el sentido de la 

química física) y aplica las técnicas de informática (derivadas de disciplinas como la 

matemática aplicada, informática y estadística) para comprender y organizar la información 

asociada con estas moléculas, a gran escala” (Luscombe, Greenbaum, and Gerstein 

2001). Si es vista desde el punto de vista de la identificación y la tipificación, lo que se 

obtiene con la bioinformática es la automatización por medio de técnicas computacionales 

de los métodos planteados desde la biología molecular. No obstante, ideas como la del 

análisis del pan-genoma o como el alineamiento del genoma completo, no hubiera sido 

posible desarrollarlas sin la ayuda de la computación para el procesamiento de la gran 

cantidad de datos. 
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La bioinformática, por un lado, permite el almacenamiento de los datos que incluso se 

pueden disponer de forma pública, facilitando a los investigadores la obtención e 

intercambio de muestras procesadas en otros laboratorios u organizaciones que generen 

datos. Por otro lado, posibilita la creación de herramientas de software que automatizan el 

procesamiento de los datos, entregando resultados que facilitan el análisis de estos en el 

caso de la tipificación o generan una respuesta como es el caso de la identificación. 

Para la identificación, se encuentran varias herramientas que implementan el método 

basado en el gen 16S rRNA, como es el caso de ezTaxon (Chun et al. 2007) o GreenGenes 

(DeSantis et al. 2006) que son sistemas robustos y de amplia utilización, que están en 

constante actualización. Estos datos han sido aprovechados en la generación de árboles 

filogenéticos, buscando una mejor aproximación a la definición de las especies (Kim et al. 

2012;Kim and Chun 2014; McDonald et al. 2012).  

En el caso de métodos de tipificación como MLST (M. C. Enright and Spratt 1999) y rMLST 

(K. A. Jolley et al. 2012), que han evolucionado hacia la identificación, cuentan con 

plataformas  en línea, que toman como entrada la secuencia del genoma completo para 

aplicar el método. En el caso del MLSA, no se ha realizado un repositorio único, pero se 

han adelantado varios trabajos frente a géneros específicos como Bradyrhizobium, 

Pseudomonas y Viridans Streptococci,  entre otros (Azevedo et al. 2015; Bennasar et al. 

2010; Bishop et al. 2009).  

Para el análisis del pan-genoma se desarrolló una herramienta llamada PanFunPro que 

utilizando el enfoque de aprendizaje de máquina llamado modelos ocultos de Markov, para 

caracterizar las muestras, lo cual permite generar un perfil para una muestra nueva, que 

se compara con los perfiles que se han generado de otras muestras, permitiendo la 

identificación de la especie (Lukjancenko et al. 2013). También se tiene la herramienta 

Roary, que por medio de CD-HIT (Fu et al. 2012) agrupa los gen codificantes encontrados 

en la anotación de los genomas de las diferentes muestras de entrada, encontrando los 

denominados genes core y accesorios, para permitir la comparación y agrupación de las 

muestras en arboles de distancia (Page et al. 2015). Esta herramienta puede utilizarse 

para la identificación, si se tiene un genoma de referencia de la especie y la tipificación si 

se tiene sólo un conjunto de genomas específico.  

Para el sobrelapamiento de k-mers, existen herramientas que permiten la extracción de las 

frecuencias de los k-mers definidos. En el trabajo denominado “Rapid Whole-Genome 
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Sequencing for Detection and Characterization of Microorganisms Directly from Clinical 

Samples” se desarrolló una aplicación específica que permite generar perfiles de las 

muestras por medio de histogramas y al igual que se hace en PanFunPro, estos perfiles 

se comparan con otros previamente generados para realizar la identificación (Hasman et 

al. 2014). 

Para realizar la tipificación, también existen varias herramientas que implementan los 

diferentes métodos. Si se toma el SLST, existen herramientas que permiten realizar el 

alineamiento pareado con secuencias de referencia. Un ejemplo de esto pueden ser 

ezTaxon, GreenGenes o herramientas como Phylogeny.fr, que ha implementado un 

pipeline donde se pueden colocar las secuencias en formato plano y se procesan para 

obtener el árbol filogenético (Dereeper et al. 2008). 

En el caso de MLST y MLVA que son métodos más determinísticos dado que realiza las 

agrupaciones por tipos de secuencia (ST), existen herramientas en línea que permiten el 

ingreso del archivo de la secuencia del genoma completo para extraer las características 

necesarias, compararlas con las existentes en una base de datos y generar los perfiles 

para conocer en cual ST pueden ser agrupadas, tal como se implementa en los portales 

www.pubmlst.org, http://www.mlva.net/ y http://www.mlva.eu/. 

Se realizó la búsqueda herramientas de software que implementen completamente los 

métodos basados en restricción o amplificación, teniendo como entrada el genoma 

completo. En la revisión bibliográfica realizada para este trabajo no se encontraron 

artículos al respecto, lo cual es coherente con la técnica principal de estos métodos, ya 

que son de laboratorio. Esto no descarta que se podrían crear herramientas para la 

extracción de las características utilizadas basados en los marcadores definidos y procesar 

los datos tal como lo plantea cada uno de los métodos para la comparación de las 

muestras, pero esto no aprovecharía toda la información que se puede extraer de la 

secuencia. 

La gran mayoría de las herramientas presentadas en este documento utiliza algoritmos de 

alineamiento, tanto para extraer las características como para realizar la comparación con 

las secuencias de referencia. Una vez se tienen los resultados del alineamiento, son 

utilizados de diferente forma como en MLST para definir el alelo, en 16S rRNA para 

conocer a cuál secuencia es más parecida o en otros para la generación de árboles 

http://www.pubmlst.org/
http://www.mlva.net/
http://www.mlva.eu/
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filogenéticos. En pocos casos se utilizan técnicas computacionales diferentes, tal como lo 

hace PanFunPro con los modelos ocultos de Markov. 

Para el desarrollo de la herramienta de software propuesta en este trabajo, como se 

presenta en los siguientes capítulos, con base en los conceptos recopilados, el análisis de 

los métodos existentes y la forma de implementarlos por medio de software, se genera una 

idea que puede ser implementada para todas las especies, bajo los siguientes principios:  

• Las características utilizadas deben ser homogéneas, para permitir la 

caracterización de cualquier muestra de cualquier especie. 

• Hacer uso de la mayor parte de la información que se encuentra en el genoma. 

• La caracterización debe permitir tanto la identificación como la tipificación de una 

muestra nueva. 

• Generar un repositorio de datos que no genere reprocesamiento de las muestras. 

• El procesamiento de una nueva muestra no tome una gran cantidad de tiempo y se 

realice frente a las muestras ya almacenadas. 

 



 

2 Identificación utilizando aprendizaje de 
maquina 

El punto de partida de todos los métodos existentes es la forma en la cual se pueden 

caracterizar las muestras. En este caso específico, estas características deben cumplir dos 

principios fundamentales: 

• Se tiene como entrada principal el genoma completo de las bacterias y se necesita 

tomar la mayor cantidad posible que pueda ser extraído de este. 

• Para lograr identificar nuevas muestras, estas características deben presentarse 

de forma homogénea para todas las especies. 

 

Para lograr esto, se planteó realizar una revisión frente a qué elementos pueden estar 

presentes en los genomas de las diferentes especies, haciendo la selección de algunas de 

interés y obtener los genomas disponibles de estas. Una vez se obtuvieron los resultados 

de ese análisis, se platea la forma de realizar la caracterización de las muestras, buscando 

que sea lo más homogénea posible. 

En el caso específico de la identificación, como se evidencia en los métodos expuestos en 

el capítulo anterior, sólo aproximaciones como el pan-genoma, la definición de perfiles por 

k-mers o incluso el alineamiento del genoma completo visto desde la identificación, se 

plantean el uso de la gran cantidad de elementos que se pueden encontrar dentro del 

genoma de una bacteria. 

Al existir herramientas que ya implementan estos métodos, me llevó a concluir que no 

tendría un valor agregado tratar de reproducirlos en la herramienta planteada para este 

trabajo, ya que esto buscaría únicamente realizar la optimización del software ya existente. 

Por esto, la idea planteada es ir más atrás de la identificación en el proceso taxonómico y 

revisar cómo se podría realizar la clasificación de las muestras con la caracterización 

definida. Al encontrar un gran número de características, se llegó a la conclusión de 
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explorar los enfoques de aprendizaje de máquina supervisados para ayudar a realizar la 

clasificación, sabiendo que las especies están definidas en la nomenclatura y existen 

repositorios de datos que permiten realizar tanto la caracterización como el entrenamiento. 

A lo largo de este capítulo, se explicará con detalle el desarrollo de la idea planteada, 

explicando cómo se realizó la selección de las especies, la fuente de datos seleccionada, 

el análisis de los datos encontrados, la forma cómo se definió caracterizar las muestras, 

que enfoque de aprendizaje de máquina fue seleccionado, como fue implementado el 

enfoque y cuáles fueron los resultados obtenidos. 

Aunque este capítulo esté dirigido hacia la identificación, cabe aclarar que lo propuesto en 

los primeros apartados de este capítulo referentes a análisis de datos existentes, selección 

de especies y caracterización de las muestras, son la estructura principal utilizada tanto 

para la identificación como para la tipificación dentro de la herramienta. 

2.1 Selección de especies bacterianas 

Para encontrar cómo caracterizar las muestras, se planteó realizar un análisis de los 

elementos genómicos que están presentes en el genoma completo de una bacteria. Se 

decidió analizar los datos que se encuentran en las bases de datos públicas que contienen 

genomas de las bacterias y no basarse en la literatura existente, ya que este proceso 

exploratorio entrega información más detallada y real, que es lo buscado en el análisis 

planteado. 

Para esto se toma como repositorio de referencia la NCBI Reference Sequence Database 

– RefSeq, donde se encuentran almacenados los datos de ensamblaje y anotación del 

genoma completo de diferentes cepas de bacterias que se han secuenciado alrededor del 

mundo, que se describe como “La colección de secuencia de referencia proporciona un 

conjunto de secuencias completo, integrado, no redundante y bien anotado, que incluye 

ADN genómico, transcripciones y proteínas...Proporcionan una referencia estable para la 

anotación del genoma, identificación y caracterización de genes, mutación y análisis de 

polimorfismos” (NCBI 2018). En específico, en este repositorio se encuentran genomas de 

más de 18.000 especies de bacterias, albergando más de 110.000 ensamblados. 

El objetivo principal planteado en la propuesta de este trabajo de tesis fue “Desarrollar una 

herramienta de software para la identificación y tipificación de bacterias causantes de 
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IACS, a partir de la secuencia del genoma obtenida por técnicas NGS, que facilite realizar 

un seguimiento epidemiológico de este tipo de microorganismos”, por lo que se realiza la 

selección de algunas de las especies que están relacionadas con las infecciones asociadas 

a la atención en salud1, para poder enmarcar el análisis de características y el posterior 

desarrollo de la herramienta. 

Cabe aclarar que la herramienta desarrollada es escalable, es decir, puede ser utilizada 

para todas las especies siempre que se cuente con ensamblados suficientes, pero para el 

desarrollo de la herramienta se hizo necesario tomar un número pequeño de especies para 

la exploración de los datos, el análisis de estos y la obtención de resultados que pudieran 

ser revisados a detalle. 

2.1.1 Qué son las Infecciones Asociadas a la Atención en Salud 

Las infecciones asociadas a la atención en salud (IAAS), también denominadas 

infecciones nosocomiales o intrahospitalarias, se definen como “Una infección que se 

presenta en un paciente internado en un hospital o en otro establecimiento de atención de 

salud en quien la infección no se había manifestado ni estaba en período de incubación en 

el momento del internado. Comprende las infecciones contraídas en el hospital, pero 

manifiestas después del alta hospitalaria y también las infecciones ocupacionales del 

personal del establecimiento” (OMS, 2003 p.1). 

Las infecciones contraídas en los establecimientos de atención en salud están entre las 

principales causas de defunción y de aumento de morbilidad en pacientes hospitalizados. 

Una encuesta de prevalencia realizada bajo los auspicios de la OMS en 55 hospitales de 

14 países representativos de 4 Regiones de la OMS (Europa, el Mediterráneo Oriental, el 

Asia Sudoriental y el Pacífico Occidental) mostró que un promedio de 8,7% de los 

pacientes hospitalizados presentaba infecciones nosocomiales (OMS 2003). 

Según la OPS, se han encontrado casos de más de 1,4 millones de personas en el mundo, 

en los cuales se contraen infecciones en un establecimiento de atención en salud (OPS 

2010). En países de renta alta, la prevalencia de pacientes hospitalizados que adquieren 

                                                
 

1 Las infecciones asociadas a la atención en salud (IAAS), fueron denominadas antes como 
infecciones asociadas al cuidado de la salud (IACS). 
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al menos una IAAS se encuentra entre un 3,5% y 12%, mientras que, en países de renta 

media o baja, está dentro del 5,7% y 19,1% normalmente, sin embargo, en estos últimos 

se ha alcanzado una proporción incluso mayor al 25% (OMS 2011). 

Según la Organización Mundial de la Salud - OMS, tal como lo presenta en el informe sobre 

la resistencia a antimicrobianos, exalta que la resistencia a los antimicrobianos dentro de 

una amplia gama de agentes infecciosos, es una creciente amenaza para la salud pública 

de gran preocupación para los países y múltiples sectores (OMS 2014). La resistencia a 

los antimicrobianos, es el fenómeno por el cual un microorganismo deja de ser afectado 

por un antimicrobiano al que anteriormente era sensible, como consecuencia de la 

capacidad de ciertos microorganismos (por ejemplo, bacterias y virus) de neutralizar su 

efecto, a través de mutaciones o por la adquisición de genes de resistencia (Aguadero 

Acera 2014). 

 

Si bien el desarrollo de la resistencia a los antimicrobianos es un fenómeno natural, 

algunas acciones humanas han acelerado su proceso y propagación, lo cual es propiciado 

por varios factores tales como el uso inapropiado de antibióticos tanto en humanos como 

en animales, prácticas ineficientes para la prevención y control de la infección, falta de 

instrumentos para el diagnóstico, prevención y tratamiento, falta de una respuesta integral, 

entre otros. 

 

Frente a esto, la OMS a través de la OPS, emitió una serie de documentos que permitieran 

establecer los lineamientos generales para la vigilancia epidemiológica de las IAAS 

específicamente, que consta de tres partes: 

 

• Modulo I: Vigilancia epidemiológica de las infecciones asociadas a la atención en 

salud. 

• Módulo II: Guía de evaluación rápida de programas hospitalarios en prevención y 

control de las infecciones asociadas a la atención de salud. 

• Módulo III: Vigilancia epidemiológica de las infecciones asociadas a la atención de la 

salud: Información para gerentes y Directivos. 

 

Estos documentos tienen como finalidad, establecer un marco de referencia a los países 

miembros, para proponer un sistema de vigilancia de estas infecciones y los métodos para 
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su instauración. Esta propuesta permite que cada uno de los países determine las 

prioridades en cuanto a los agentes patógenos e infecciones a vigilar, entregando 

instrumentos que permitan la vigilancia activa (OPS 2010). 

 

En Colombia, el Ministerio de Salud y Protección Social, por medio de la circular 045 del 

29 de agosto de 2012, imparte instrucciones para que las IAAS sean incorporadas al 

SIVIGILA de manera obligatoria y gradual en el sector salud a nivel nacional. Esto implica 

que se incluyan dentro del sistema de información que el INS posee, bajo los protocolos 

que éste tiene dispuestos para tal fin. Adicionalmente, se especifica que el INS es “la única 

institución autorizada en todo el territorio nacional para recolectar la información necesaria 

para el desarrollo de la estrategia de Vigilancia de Infecciones Asociadas a la Atención en 

Salud, resistencia y consumo de antimicrobianos, en concordancia con lo dispuesto en los 

decretos 2323 y 3518 de 2006” (MSPS 2012). 

 

En concordancia con lo anterior, el INS en el año 2014 publicó el Protocolo de Vigilancia 

en Salud Pública – Infecciones Asociadas a Dispositivos, el cual tiene como propósito 

“Caracterizar el comportamiento de las Infecciones Asociadas a Dispositivos: Neumonía 

Asociada a Ventilador Mecánico, Infección del Torrente Sanguíneo Asociada a Catéter e 

Infección Sintomática del tracto Urinario Asociada a Catéter y sus agentes causales 

asociados en Unidades de Cuidado Intensivo Adulto, Pediátrica y Neonatal, que permita 

orientar el diseño e implementación de estrategias de prevención y control en todos los 

niveles de sistema nacional de vigilancia en salud pública- Sivigila” (INS 2014). 

2.1.2 Definición y aplicación de criterios de selección 

Para el interés particular de esta investigación, se hará especial énfasis en la patogénesis 

y etiología en cada tipo de infección, para entender su causa y los microorganismos que 

las producen (Anexo A). Además de esto, dado que el INS generó un listado que se 

encuentra anexo al protocolo de vigilancia de Infecciones Asociadas a Dispositivos (Anexo 

1 - INS, 2014), se puede definir que se tienen en cuenta alrededor de 148 especies que 

son objeto de vigilancia dentro del país y los eventos que se presenten tendrán que ser 

reportados por el módulo IAAS de SIVIGILA. 
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Se dice en el párrafo anterior que son alrededor de 148 especies, ya que algunos de los 

numerales dentro de este listado se hace referencia a todas las especies pertenecientes a 

un mismo género, por lo cual se diría que se realiza vigilancia a bacterias que estén dentro 

de los siguientes géneros: Acinetobacter, Burkholderia, Candida, Citrobacter, 

Enterobacter, Enterococcus, Escherichia, Haemophilus, Klebsiella, Proteus, 

Staphylococcus y Pseudomona. 

 

Siendo un conjunto tan grande de especies para tener en cuenta, se analizan, definen y 

establecen algunos criterios que permitan reducir el conjunto de especies de tal forma que 

permitiera el análisis, diseño y desarrollo de la herramienta. 

 

El primer criterio planteado fue que pertenecieran a un grupo particular de especies 

definido como ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp), el 

cual tiene una gran importancia dada su presencia a nivel mundial, los paradigmas que 

presentan en su patogénesis, transmisión y resistencia a antimicrobianos, y por el notable 

incremento de su prevalencia en los sitios de atención en salud (Boucher et al. 2009; Rice 

2008), en especial donde se realizan procedimientos invasivos en la hospitalización como 

es el caso de las UCI. 

 

Sin embargo, en la revista Clinical Infectious Diseases en el año 2009, se publicó un 

artículo, que sugiere que se amplíe el espectro de especies que debería cubrir el grupo 

ESKAPE, proponiendo dos importantes cambios; el primero es reemplazar la “K” por la “C” 

para incluir Clostridium difficile y el segundo, es cambiar la última “E” para que no sólo 

incluya las Enterobacter spp., sino que abarque a los patógenos que pertenecen a la familia 

Enterobacteriaceae, donde se encuentran todos aquellos del género Klebsiella y otros tan 

importantes como E.coli (Peterson 2009). 

 

Aunque el conjunto de especies ahora es más reducido, al tener en cuenta la familia 

Enterobacteriaceae, todavía se cuenta con un conjunto amplio de especies, definiendo que 

se tendrán en cuenta aquellas que tengan una mayor prevalencia dentro del país. Para 

saber esto, se revisó el informe final del evento Infecciones Asociadas a Dispositivos para 

Colombia en el 2015 generado por el INS (Rivera Vargas 2015), para conocer cuáles 
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especies tiene una mayor prevalencia dentro de las UCI, frente a los diferentes tipos de 

infección. 

 

Adicionalmente, se revisó dentro de la base de datos de genomas de referencia del NCBI 

(NCBI Reference Sequence Database – RefSeq https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/), la 

cantidad de genomas ensamblados y anotados de cada una de las especies, con el fin de 

contar con datos que permitan realizar un análisis inicial frente a las características que se 

encuentran dentro del genoma. 

 

Para la selección final de las especies a utilizar en la primera versión de la herramienta de 

identificación y tipificación, se extrajeron del informe del INS los agentes causales más 

frecuentes de las IAAS en el país por el tipo de infección y tipo de UCI, estableciendo la 

frecuencia en la que se presentan y en el caso que se pudiera extraer del informe, el valor 

de prevalencia. También se identifica si pertenecen tanto al grupo inicial ESKAPE como al 

grupo sugerido ESCAPE y se contabilizó el número de genomas almacenados en RefSeq 

del NCBI (Tabla 2-1). 

 

 

Tabla 2-1: Datos para selección de especies basados en los agentes causales más frecuentes de 
las IAAS en las UCI. 

Se organizan los datos obtenidos de tal manera que puedan identificarse los criterios de 

selección elegidos. Se realiza la revisión de los datos de prevalencia y orden para cada 

una de las especies, aunque no sean muy concluyentes porque sólo se tiene en el mejor 

de los casos la información de los 3 primeros. 

Con los resultados obtenidos, se define que las especies para tener en cuenta inicialmente 

para la creación de la herramienta de software son: S.aureus, P.aeruginosa, 

Agentes causales 

más frecuentes
ESKAPE ESCAPE

Genomas en 

NCBI-RefSeq
Orden Prev. Orden Prev. Orden Prev. Orden Prev. Orden Prev. Orden Prev. Orden Prev. Orden Prev.

S. aureus SI SI 6,880                       3 10.4 4 12.7 2 15 - 16 4 6.5 3 7.1 3 7-8

P. aeruginosa SI SI 1,627                       2 19.5 2 14.5 1 19.5 - 20 2 10 5 7 3 14.2 3 14

A. baumannii SI SI 1,542                       7 6 11 6 6 12 9

K. pneumoniae SI SI 1,287                       1 27.9 1 23.6 4 1 23 1 13 2 12-13 2 16.8 2 15.1

E. cloacae SI SI 475                           4 3 12.7 6 8 4 6 7 5

E. aerogenes SI SI 117                           9 8 8 10 8

E. coli NO SI 4,632                       5 5 3 11 - 12 7 7 5 1 30.9 1 18.6

S. marcescens NO SI 293                           8 7 5 3 7.2 10 9 9 6

K. oxytoca NO SI 85                             11 9 9 11 7

P. mirabilis NO SI 53                             10 4 8

M. morganii NO SI 17                             10 10

L. monocytogenes NO NO 828                           10

E. faecalis NO NO 443                           12 9 8 8 5 4

S. epidermidis NO NO 368                           7 5 2 13.3 1 36-37

S. haemolyticus NO NO 133                           10

S. maltophilia NO NO 116                           6 9 11

S. hominis NO NO 27                             4

A. xylosoxidans NO NO 26                             13

UCI-A

NAV ITS AC ISTU AC

UCI-A UCI-PUCI-AUCI-NUCI-PUCI-P UCI-N

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/
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A.baumannii, K.pneumoniae y E.cloacae. No se incluye E.aerogenes dado que no se 

tienen datos de prevalencia, no está dentro de los primeros microorganismos causantes 

de infección en los diferentes tipos de UCI y la poca cantidad de datos con la que se cuenta 

en RefSeq. Este último criterio es esencial para el trabajo a desarrollar.  

Adicional a estas especies, para reemplazar a E.aerogenes, aunque no es uno de los 

microorganismos contemplados dentro del protocolo de vigilancia del INS, se decidió incluir 

la especie C.difficile ya que es una de los principales causantes de enfermedades 

gastrointestinales en los sitios de atención en salud, que aunque no tiene una prevalencia 

dentro de las estadísticas manejadas en Colombia, se ha visto en otros países la 

preocupación de realizar su vigilancia dada su larga permanencia en los sitios de atención, 

sus múltiples mecanismos de resistencia a los antimicrobianos y creciente aparición en 

hospitales (Al‐Nassir et al. 2008; Pepin 2005; Surawicz et al. 2013). 

2.2 Caracterización de las muestras 

Observando de manera general frente a los métodos de identificación y tipificación 

recopilados en este documento, una de las primeras características utilizadas son los 

genes y los productos que estos generan como es el caso de las proteínas. Ya sea uno o 

un conjunto de ellos, estos son utilizados como marcadores dado el conocimiento que se 

tiene sobre ellos a lo largo de diferentes estudios realizados frente a su variación en el 

proceso evolutivo. Un ejemplo de esto es el gen 16S rRNA, que ha sido ampliamente 

utilizado en taxonomía o los rps utilizados en rMLST. 

Otro tipo de característica utilizada son las repeticiones en tándem presentadas en la 

secuencia de ADN, utilizadas en métodos de tipificación basados en amplificación y 

secuenciación, dados los resultados obtenidos en las ciencias forenses, como se expuso 

en el capítulo anterior. De manera similar, se pueden utilizar como características 

pequeñas cadenas se secuencia de una longitud específica como se propone con los k-

mers o las variaciones de nucleótido simple. 

El objetivo principal es que la caracterización que se realice de las muestras sea descriptiva 

y que pueda servir para otros fines aparte de la identificación y la tipificación, por lo cual 

se decidió utilizar los genes como características principales, ya que poseen además de la 

secuencia de nucleótidos, información relacionada en diferentes bases de datos que 
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enriquece la descripción y constituyen la mayor parte del genoma. Esta última afirmación 

sobre el cubrimiento de los genes dentro del genoma se quiso constatar frente a los datos 

existentes en repositorios públicos y a la vez revisar cuales elementos constituyen el 

genoma de las especies seleccionadas. 

Para esto, basados en los datos disponibles en NCBI-RefSeq, se creó una base de datos 

relacional (Anexo B) para almacenar los datos de anotación y la secuencia de cada uno 

de los elementos genómicos allí descritos, para cada uno de los ensamblados. Se toman 

como fuente de datos 2 tipos de archivos: 

• El archivo en formato gff (General Feature Format) donde se encuentran en forma 

tabular y jerárquica los datos de las denominadas regiones, de los elementos 

genómicos que la conforman denominados características y estas contienen sub-

características, que pueden o no ser definidas (EMBL-EBI, 2018). 

• El archivo con extensión fna, el cual contiene la secuencia de nucleótidos de cada 

uno de los contigs del ensamblado. Cada una de las regiones del formato gff es un 

contig en este archivo. 

 

Se creo un script en Python que permite la lectura de los archivos desde el servidor 

FTP de NCBI y el almacenamiento en la base de datos local. Para la lectura de los 

archivos gff se utilizó una librería llamada bcbio-gff (Chapman 2015) la cual genera 

diccionarios de Python, conservando la estructura jerárquica del formato gff. Como 

motor de base de datos se utiliza MySQL versión 5.5 y como sistema operativo Linux 

OpenSuse versión 12. 

Identificador en 
base de datos 

Especie 
Ensamblados 
procesados 

1 Acinetobacter baumannii 1318 

2 Clostridium difficile 256 

5 Enterobacter cloacae 371 

13 Klebsiella pneumoniae 913 

14 Pseudomonas aeruginosa 169 

Tabla 2-2:Ensamblados almacenados por especie 

En total se procesaron 3.027 ensamblados de 5 especies como se especifica en la 

Tabla 2-2. No se tomaron ensamblados de la especie Staphylococcus aureus, dado 
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que en las pruebas realizadas no se pudo obtener el listado de ensamblados existentes 

desde Python por los tiempos de espera establecidos en el servidor FTP.  

Se obtuvo una base de datos de un tamaño de 46 GB, dado que se extrajeron todos 

los datos posibles de los archivos en formato gff, los cuales incluyen en los 

denominados calificadores o atributos, los cuales son variables de uso libre dentro del 

formato. 

Cabe aclarar que, dentro del modelo de base de datos planteado, dentro de la tabla 

característica se almacenaron tanto las características como las sub-características, 

estableciendo su relación por medio de un atributo llamado id_ensamble_padre, que 

contiene el identificador de la característica que contiene la sub-característica. 

Tabla Registros 

Organismo 5 

Ensamblado 3.027 

Version_ensamblado 3.027 

Region 411.942 

Caracteristica 28.829.234 

Calificador 246.377.973 

Secuencia 12.695.052 
Tabla 2-3: Registros almacenados en cada una de las tablas del modelo relacional 

Dentro de las características se encontraron que estaban clasificadas como genes, 

regiones repetitivas, sitios de unión (binding site) y anticodones. Dentro de los genes 

como sub-características, se encontró también que estaban clasificados en CDS, 

tRNA, rRNA y ncRNA, los cuales son denominados como productos. 

Dentro de las características se encuentra que 14.138.969 registros son del tipo gen y 

cada uno de ellos tiene un producto o sub-característica, por lo tanto 28.277.938 

registros están relacionados con genes, dejando 551.296 registros relacionados con 

otro tipo de características. Además de esto, se calcula la relación entre la suma de la 

longitud de las secuencias de los genes frente al total de la longitud del ensamblado, 

encontrando que estas características cubren más del 85% de la secuencia completa. 

Esto lleva a concluir que efectivamente la presencia de las características 

denominadas como genes en la anotación, tiene la mayor cobertura del genoma en los 

datos de las especies analizadas. 
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Otro análisis realizado con estos datos es que, de las más de 12 millones de 

secuencias obtenidas, se encuentran 2.576.324 secuencias únicas realizando la 

comparación exacta, lo cual quiere decir que, aunque sean incluidas como 

características diferentes dentro de la anotación, son la misma característica. Con base 

en este resultado, se revisaron los nombres de la característica, obteniendo 13.387.643 

nombres únicos, por lo cual se decide que las características no se pueden identificar 

con en el nombre reportado. 

Buscando la homogenización de las características, se decide realizar una prueba de 

agrupación de las 2.5 millones de secuencias únicas obtenidas para encontrar el nivel 

de identidad entre ellas y conocer el número aproximado de grupos que podrían 

resultar. Para esto, se utilizó USEARCH (Edgar 2010) tomando umbrales del 90 y 95, 

obteniendo resultados similares alrededor de 300.000 agrupaciones. 

Por otro lado, se tomó un número menor de muestras por cada especie para revisar 

los resultados que se podrían obtener con el análisis de pan-genoma. Se tomaron 100 

muestras por especie y se realizó la prueba con Roary (Page et al. 2015), donde el 

procesamiento no fue concluido. Roary fue diseñado para analizar datos intra-especie 

extrayendo las regiones codificantes, por lo cual generó la advertencia que no se 

trataban de muestras de la misma especie. Sin embargo, se revisó la forma en la cual 

construye el pan-genoma, encontrando que realiza agrupación de genes utilizando CD-

HIT (Fu et al. 2012) y MCL (A. J. Enright, Van Dongen, and Ouzounis 2002), para 

reducir el conjunto de secuencias de proteínas, buscando homologar las características 

de comparación. 

Para agrupar los 2.5 millones de secuencias que se tenían almacenadas, se realiza 

una prueba con CD-HIT-EST que es una variación de CD-HIT, construida para el 

análisis de secuencias de nucleótidos. De esta agrupación al 95%, tal como lo utiliza 

por defecto Roary, se obtuvieron 264.300 grupos. 

Teniendo en cuenta estos resultados, se concluye que las características de la 

anotación tal como se encuentran en los repositorios, deben ser procesadas para poder 

definir una caracterización homogenizada que pueda cubrir las diferentes especies. 

Sin embargo, para plantear esta forma de caracterización, se debía tener en cuenta que 

las nuevas muestras también deberían estar anotadas. Para esto, se buscaron los 
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diferentes sistemas que permiten realizar la anotación, encontrando que específicamente 

para procariotas existe una herramienta llamada PROKKA (Seemann 2014) que realiza el 

proceso en un tiempo muy corto, aproximadamente en 10 minutos en una computadora de 

escritorio de cuatro núcleos, tal como lo plantea el autor. Esto hace viable que los datos 

base para realizar la caracterización, estén disponibles en un lapso corto de tiempo una 

vez se tenga la secuencia ensamblada. 

Se toma la decisión que las características a utilizar en la herramienta sean los grupos que 

se obtienen por medio de CD-HIT-EST, dada la cantidad de grupos obtenida en las 

pruebas, que es una herramienta que tiene un buen rendimiento frente a las pruebas 

realizadas y se acopla al concepto generado en Roary para la creación del pan-genoma. 

Analizado desde los tipos de sub-características encontradas en las anotaciones de los 

genomas analizados, se puede desarrollar la herramienta ampliando el campo de 

características utilizadas en los métodos analizados, ya que se utilizarían los genes que 

producen tanto proteínas como los ribosomales y otros no utilizados en los métodos como 

los que producen tRNA y ncRNA, llegando a homogenizar la forma de representación 

frente a las diferentes especies seleccionadas por medio de la agrupación. 

Se continúa con la idea del almacenamiento de los datos en la base relacional, dada la 

estructura lógica planteada para los datos y que esto también permite generar un 

repositorio incremental donde se almacenen todas las muestras posibles, lo cual mejoraría 

los resultados que se pueden obtener sobre todo en la tipificación. También se realiza una 

modificación en el script de almacenamiento, para que sean tenidas en cuenta únicamente 

las características del tipo gen. 

A continuación, se describen cuáles consideraciones fueron tenidas en cuenta en el diseño 

tanto de la base de datos como en la obtención de los datos. 

2.2.1 Diseño de base de datos 

Se tiene como referencia el modelo de base de datos desarrollado para el análisis de 

características (Anexo B), donde se identificaron todos los campos que podrían 

extraerse de los datos contenidos en los archivos de anotación y secuencia. 

Partiendo de las entidades identificadas en el modelo de referencia, se realizan 

modificaciones que permitan mejorar el rendimiento de las consultas que se puedan 
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generar y extraer los datos que realmente serán utilizados. Las entidades que se identifican 

para el modelo definitivo son: 

• Organismo: Contiene la identificación y características necesarias de las especies 

que se manejan dentro del sistema. 

• Ensamblado: Contiene la identificación del ensamblado y permite el enlace con el 

modelo general de la base de datos para seguimiento. 

• Región: Contiene los datos de identificación y características principales extraíbles 

de los contigs que conforman el ensamblado. 

• Característica: Contiene todas las características de tipo gen identificadas en la 

anotación del genoma, con los datos básicos de su producto. 

• Secuencia: Contiene las secuencias únicas de las características identificadas y 

que son la base de los grupos. 

• Grupo: Contiene los grupos obtenidos en el proceso de agrupamiento de las 

secuencias. 

El modelo entidad relación resultante, se muestra en el Anexo C. Dentro de los aspectos 

más relevantes dentro del diseño, se encuentra que, en la entidad ensamblado, se incluye 

un campo llamado id_muestra, el cual permite enlazar esta base de datos con la base de 

datos del sistema global de seguimiento. 

Otra consideración importante está en la entidad característica, donde se incluyeron 

campos que hacen referencia al producto del gen. Podría establecerse una entidad 

adicional llamada producto, pero su relación con la entidad característica sería uno a uno, 

lo cual no tendría un efecto notable en el diseño. 

Para poder realizar consultas más rápidas en la tabla secuencia, se incluye un campo 

llamado referencia, que contiene el resultado de la aplicación del algoritmo de reducción 

criptográfico MD5 a la secuencia de nucleótidos de la característica. 

2.2.2 Diseño de módulo para obtención y almacenamiento de 
datos 

Para poder realizar la obtención de datos externos y el almacenamiento de los datos, se 

tiene como base la entidad llamada organismo, la cual contiene las especies que se van 
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a utilizar, el nombre de la especie tal como aparece en el servidor de RefSeq y, además, 

por medio de un campo bandera llamado actualizado, se puede diferenciar de cual 

especie se quieren descargar y procesar los datos. 

Este módulo funciona tanto para el procesamiento de los datos que se utilizarán en el 

entrenamiento del sistema de aprendizaje de máquina, como para el procesamiento de 

nuevas muestras que se ingresen al sistema. 

• Obtención de datos de fuente externa: Para poder acceder a los datos de los 

ensamblados disponibles en la base de datos RefSeq, se creó un módulo que permite 

realizar la descarga de los archivos directamente del servidor FTP. Únicamente se 

realiza la descarga de los archivos necesarios, es decir, aquellos con extensión gff y 

fna, que vienen comprimidos en formato gzip. El módulo permite seleccionar el número 

de muestras que se desea descargar. 

 

En general, el sistema revisa de cuales especies debe descargar los datos y cuales 

ensamblados ya ha descargado de la especie. Genera una lista de los que no han sido 

descargados y comienza uno a uno a descargarlos, manteniendo la misma estructura 

de carpetas que se encuentra en el FTP de RefSeq. En el Anexo A, se encuentra el 

diagrama de flujo que explica en detalle el proceso de obtención de datos.  

 

• Almacenamiento de ensamblados: Para realizar el almacenamiento de los 

ensamblados, se evalúa cuales especies se desean procesar en la tabla de 

organismo. Luego se lee el archivo gff, extrayendo todos los datos que este contiene. 

También se lee el archivo de secuencia, donde se genera un diccionario que como 

índice utiliza el código del contig y como valor la secuencia de nucleótidos de éste. 

 

Con estas dos entradas se realiza el proceso de almacenamiento en la base de datos, 

poblando las tablas ensamblado, región, característica y secuencia. El detalle de este 

procedimiento se encuentra en los diagramas de flujo de los Anexos E y F, de manera 

general. Allí existe un sub-procedimiento llamado Leer datos de archivo gff, el cual es 

realizado con herramientas ya existentes dentro de los múltiples paquetes que existen 

de bioinformática en los diferentes lenguajes de programación. El sub-procedimiento 
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llamado Almacenar ensamblado, almacena los campos básicos del ensamblado en la 

respectiva tabla. 

 

El sub-procedimiento Almacenar regiones, permite tomar todos los contigs y 

características encontrados en ellos y almacenarlos. Se almacenan los datos básicos del 

contig y para cada una de las características se almacenan tanto sus datos como los de 

sus productos.  

Por cada característica se extrae la secuencia teniendo en cuenta la posición inicial y final 

dentro del contig y la orientación que esta tiene, es decir, si está de 3’ a 5’ o de 5’ a 3’, con 

el fin de almacenar las secuencias siempre en el sentido 5’ a 3’. 

Para almacenar la secuencia, se calcula su MD5 correspondiente y se consulta si ya existe. 

Si existe, se toma el identificador y es asignado a la característica. En el caso contrario, se 

almacena como uno nuevo y allí sí se asigna a la característica correspondiente. 

2.3 Cómo utilizar el aprendizaje de máquina para 
identificación 

La primera pregunta planteada una vez se llegó a concluir la forma de caracterización de 

las muestras, fue cómo realizar la identificación sin tener reglas específicas que permitieran 

realizarla, frente a un conjunto tan grande de características. Se analizaron alternativas 

que permitieran establecer la forma de realizar la clasificación, llegando a la conclusión 

que se pueden utilizar enfoques de aprendizaje de máquina ya que permiten llegar a un 

modelo de clasificación basados en datos existentes por medio de inferencia (Russell and 

Norvig 2009). 

2.3.1 ¿Qué es aprendizaje de máquina? 

La teoría presentada a continuación sobre el aprendizaje de máquina es para entender de 

forma general por qué se utiliza este tipo de enfoque dentro de este trabajo y se basa en 

el libro llamado “Artificial Intelligence: A Modern Approach” en su tercera edición (Russell 

and Norvig 2009). Es complementada con artículos académicos en el caso que se necesite 

profundizar en algún aspecto. 
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Generalmente el aprendizaje de máquina se refiere a cambios en los sistemas que realizan 

tareas de inteligencia artificial. Estas tareas implican el reconocimiento de patrones, 

diagnóstico, planificación, control de robots, predicción, etc. Los "cambios" pueden ser 

tanto mejoras en el desempeño de sistemas existentes o como la síntesis de nuevos 

sistemas iniciando sin algún precedente. 

Si bien los sistemas de aprendizaje se basan y ayudan a entender la forma de aprendizaje 

de humanos y animales, se tienen razones de ingeniería para que las maquinas tengan la 

necesidad de aprender, tales como: 

• Modificar su estructura interna para producir las salidas deseadas para un gran 

número de entradas y poder modificar su funcionamiento para encontrar las 

relaciones implícitas entre los ejemplos. 

• Encontrar relaciones y correlaciones en una gran cantidad de datos. 

• Producir máquinas que interactúen con su entorno y se adapten a él. 

 

Existen diversas fuentes de aprendizaje como lo son la inferencia estadística, los modelos 

cerebrales, la teoría del control adaptativo, modelos psicológicos, inteligencia artificial y los 

modelos evolutivos entre otras, lo cual les permite a las máquinas establecer funciones, 

programas lógicos basados en reglas, gramáticas y sistemas de resolución de problemas 

para poder aprender, lo cual queda expresado en forma de algoritmos, traducidos a 

lenguajes de programación para su interpretación. 

Entre otros, uno de los modelos utilizado para el aprendizaje son las funciones de entrada 

y salida, que se basan en tener un conjunto de elementos llamado conjunto de 

entrenamiento. Cada uno de estos elementos es representado como un vector que 

contiene el valor que toma cada una de sus características que puede ser un número real, 

un número entero o un valor categórico. La base del aprendizaje es que estos elementos 

presentan un comportamiento el cual puede ser modelado mediante una función. 

La tarea del aprendizaje es encontrar esta función basado en los vectores de entrada, 

iniciando con la generación de una función llamada hipótesis, la cual va modificándose a 

medida que se analizan los datos, hasta llegar a una función que se aproxime a la función 

real. En el caso que para cada uno de estos elementos se conozca cual es el valor 

resultante de la función o salida, se denomina aprendizaje supervisado. 



2 Identificación utilizando aprendizaje de maquina 47 

 

La salida puede ser un número real, en cuyo caso el proceso que realiza la función 

hipótesis, se llama un estimador de la función, y la salida se denomina un valor de salida 

o estimación. En caso de que la salida sea un valor categórico, el proceso que incorpora 

la función de hipótesis es llamado clasificador, reconocedor o categorizador, y la salida en 

sí se llama una etiqueta, clase, categoría o decisión. 

2.3.2 Selección del método de aprendizaje 

La primera consideración es que se trata de proceso supervisado dado que las salidas son 

valores categóricos, ya que buscamos especies bacterianas las cuales están definidas en 

la taxonomía y también que se cuenta con muestras donde se conoce la especie a la que 

pertenece cada una de ellas, según los datos contenidos en RefSeq.  

Aunque se encontraron trabajos que utilizaban este tipo de enfoques para identificar, las 

características utilizadas no eran de origen genómico sino fenotípico. Tres ejemplos de 

esto son “Towards large-scale FAME-based bacterial species identification using machine 

learning techniques” (Ciccarelli et al. 2006), “Bacterial species identification from MALDI-

TOF mass spectra through data analysis and machine learning” (De Bruyne et al. 2011) y 

“Bacterial identification through machine learning” (Helfenstein and Tammela 2016). Estas 

investigaciones se basaron en los datos obtenidos de la caracterización fenotípica para 

realizar el entrenamiento de diferentes algoritmos de aprendizaje, comparar los resultados 

que obtuvieron y definir con cuál de ellos se obtenían mejores resultados.  

El objetivo de este trabajo no es comparar los resultados que se pueden obtener con los 

diferentes algoritmos de aprendizaje, sino definir cual enfoque de aprendizaje de máquina 

de los existentes podría utilizarse, planteando que no sólo sirva para establecer el modelo 

de clasificación, sino que permita extraer información de este y ver cuales características 

son las más significativas en los criterios de clasificación. Esto permite que, para trabajos 

posteriores, se pueda contar con datos para realizar un análisis y encontrar posibles 

nuevos marcadores que no han sido tenidos en cuenta en los métodos de identificación 

existentes y aportar nuevos puntos de vista en los procesos taxonómicos. 

Existen varios métodos de aprendizaje de máquina supervisado, los cuales se pueden 

basar en diferentes modelos matemáticos y estadísticos para cumplir con su fin. Para 

realizar la selección y teniendo como base las investigaciones que se referenciaron 
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anteriormente y la comparación de diferentes métodos de clasificación realizada en el 

trabajo titulado “Benchmarking Classification Models for Software Defect Prediction: A 

Proposed Framework and Novel Findings” (Lessmann et al. 2008), se decidió analizar 

únicamente los modelos que se describirán a continuación dada su amplia utilización. Esta 

descripción se realiza de manera general para conocer sus principios. 

• Redes neuronales: Estas se basan en las neurociencias. En particular en la 

hipótesis que la actividad mental consiste en actividad electo-química dentro de 

redes de células cerebrales. Una red neuronal es sólo una colección de unidades 

conectadas entre sí. Las propiedades de la red son determinadas por su topología 

y las propiedades de las neuronas. 

 

La red está compuesta de nodos o unidades y por enlaces directos entre ellos. Un 

enlace entre dos unidades está compuesto por la salida del nodo que envía llamada 

activación y por un peso que determina la fuerza y señal de la conexión entre nodos. 

Cada nodo, para calcular su salida, realiza la sumatoria de la relación entre la 

activación y su peso. Posteriormente, se aplica la llamada función de activación 

que es no lineal y entrega la salida del nodo.  

 

Si las conexiones de la red van en una sola dirección, es decir, creando un gráfico 

no cíclico, se denominan redes de propagación hacia adelante. Si las salidas 

pueden ser entradas en un nodo, se denominan redes recurrentes. Las redes de 

propagación hacia adelante son representadas en capas, dado que cada unidad 

recibe entradas únicamente desde capas inmediatamente anteriores. 

 

Se pueden crear redes de una única capa, donde todas las entradas tienen 

unidades que las conectan directamente a las salidas, o de múltiples capas, donde 

no todas las unidades conectan las entradas con las salidas, creando capas ocultas 

de unidades. 

 

La forma de aprendizaje de las redes multicapa es denominado como propagación 

hacia atrás. El fin es poder modificar los pesos en los enlaces. Se aplica un patrón 

de entrada como estímulo, pasando por cada capa hasta obtener una salida y se 

compara con la salida deseada y se calcula un error para cada salida. Se propagan 
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las salidas de error, encontrando cuales unidades en cada capa contribuyen en la 

salida. Las unidades de las capas ocultas sólo reciben un error aproximado, relativo 

a su posible participación en el error total. 

 

• Máquinas de soporte vectorial: Estas máquinas son un modelo que permite 

representar muestras en un espacio multidimensional, separando las clases a 

espacios que deben ser lo más amplios posibles mediante un hiperplano de 

separación definido como el vector entre los puntos llamado vector soporte.  

 

Cuando las nuevas muestras se ponen en correspondencia con dicho modelo, en 

función de los espacios a los que pertenezcan, pueden ser clasificadas a una o la 

otra clase. En sí se construye un hiperplano o conjunto de hiperplanos en un 

espacio de dimensionalidad muy alta que puede ser utilizado en problemas de 

clasificación o regresión. Una buena separación entre las clases permitirá una 

clasificación correcta. 

 

• Redes bayesianas: Formalmente, las redes bayesianas son grafos dirigidos 

acíclicos cuyos nodos representan variables aleatorias, las cuales pueden ser 

observables. Son una representación gráfica de dependencias para razonamiento 

probabilístico, en la cual los nodos representan variables aleatorias y los arcos 

representan relaciones de dependencia directa entre las variables. Estas redes 

representan “conocimiento” sobre un tema específico, basadas en dependencias 

conocidas. La topología o estructura de la red, nos da información sobre las 

dependencias probabilísticas entre las variables. también representa las 

independencias condicionales de una variable o conjunto de variables dadas otras 

variables.  

 

En términos estadísticos, las relaciones de independencia condicional 

representadas en el grafo corresponden a relaciones de independencia en la 

distribución de probabilidad. Dichas independencias simplifican tanto la 

representación del conocimiento usando menos parámetros como el razonamiento 

por medio de la propagación de las probabilidades, que consiste en propagar los 
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efectos de los valores tomados por las variables a través de la red para obtener la 

probabilidad posterior de las demás variables dadas las variables conocidas. 

 

El aprendizaje consiste en inducir un modelo, estructura y parámetros asociados, 

a partir de datos. Este puede dividirse en dos partes:  

o Aprendizaje estructural: Consiste en encontrar las relaciones de 

dependencia entre las variables, de forma que se pueda determinar la 

topología o estructura de la red bayesiana. Estas topologías pueden ser en 

árbol, poli-árboles o redes multi-conectadas. 

o Aprendizaje paramétrico: Dada la estructura, obtener las probabilidades 

asociadas. Cuando se tienen datos completos y suficientes para todas las 

variables en el modelo, es relativamente fácil obtener los parámetros, 

asumiendo que la estructura está dada. El método más común es el llamado 

estimador de máxima verosimilitud, bajo el cual se estiman las 

probabilidades en base a las frecuencias de los datos. Cuando es un nodo 

raíz se estima la probabilidad marginal, pero cuando es un nodo hoja, se 

estima la probabilidad condicional de la variable dados sus padres 

 

• Arboles de decisión: Se toma como base un conjunto de datos por medio de los 

cuales se construyen construcciones lógicas, muy similares a los sistemas de 

predicción basados en reglas, que sirven para representar y categorizar una serie 

de condiciones que ocurren de forma sucesiva, para la resolución de un problema. 

 

Los árboles de decisión están formados por nodos y uniones que conectan los 

nodos. Cada nodo se define como el punto donde se debe tomar una decisión de 

entre varias posibles, basados en los datos de entrada, lo que hace que a medida 

que aumenta el número de nodos aumente el número de posibles finales a los que 

puede llegar. Las flechas son las uniones entre un nodo y otro y representan cada 

acción que se puede realizar.  

 

El propósito principal es encontrar un atributo que conduzca lo más rápido posible 

a la clasificación de los ejemplos o muestras, buscando minimizar la profundidad 

del árbol final. Se basa principalmente en el principio de ganancia de información, 
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que es medida frente a la reducción de la entropía la cual es definida como la 

medida de la incertidumbre de una variable aleatoria. 

 

Una ampliación del concepto de árboles de decisión es Random Forest (Breiman 2001), el 

cual genera una cantidad específica de árboles de decisión, los cuales son entrenados con 

subconjuntos de datos extraídos del conjunto de entrenamiento con el que se cuenta. Una 

vez cada uno de los árboles genera un modelo de decisión, al evaluar una nueva muestra, 

se realiza un concenso de los resultados de todos ellos para dar el resultado final. 

Tanto las redes neuronales como las máquinas de soporte vectorial generan modelos que 

no permiten su análisis frente a la forma de clasificación, es decir, es muy complejo o 

incluso imposible determinar claramente cuáles son las características más importantes 

tenidas en cuenta o la ruta lógica que se sigue para la toma de la decisión, lo cual si es 

completamente claro en los modelos generados con sistemas de aprendizaje como redes 

bayesianas o los arboles de decisión. 

Se revisan los resultados obtenidos en la comparación de métodos de clasificación 

(Lessmann et al. 2008) encontrando como principal conclusión que la precisión predictiva 

de la mayoría de los métodos no es significativa. Por otro lado, basado en el rendimiento 

de los algoritmos, las redes bayesianas son significativamente mejores que los árboles de 

decisión que implementan el criterio de Gini. Sin embargo, al ver los resultados de Random 

Forest, presenta un mejor rendimiento que los otros métodos frente a la métrica utilizada y 

según las conclusiones obtenidas, también tiene una mayor eficacia para la predicción de 

defectos.  

Por lo anterior se toma la decisión de implementar Random Forest dentro de la herramienta 

como método de aprendizaje de máquina. Dado que se utilizó Python como lenguaje 

principal de desarrollo, se encontró la librería Scikit learn (Pedregosa et al. 2011) que 

provee la implementación de Random Forest como clasificador. 

2.4 Creación de la herramienta para la identificación 

Dado que se implementa un sistema de aprendizaje de máquina, se generan dos módulos 

independientes; el primero para realizar el entrenamiento y el segundo para la evaluación 

de nuevas muestras. Esto también diferencia la forma en la cual se realiza el 
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procesamiento de los datos, ya que, para el primer módulo era necesario las muestras 

tomadas para el entrenamiento ya se encuentren almacenadas, realizando la agrupación 

inicial de todas las secuencias obtenidas previamente y para el segundo se plantea cómo 

se haría el almacenamiento de la nueva muestra, teniendo como base que los grupos ya 

se encuentran definidos. 

2.4.1 Entrenamiento del sistema de aprendizaje 

Como punto de partida, se evaluó el número de muestras para realizar el entrenamiento 

del sistema de aprendizaje. Para esto se revisó el número de ensamblados que se 

encontraban en RefSeq para cada una de las especies (Tabla 2-4), viendo que es una 

cantidad no balanceada de muestras, mostrando que la cantidad de la clase minoritaria 

(C.difficile), es aproximadamente el 16% de la clase mayoritaria (P.aeruginosa).  

En el algoritmo de Random Forest se tienen contempladas este tipo de excepciones, donde 

se realizan muestreos descendentes desde la clase mayoritaria, tratando de equilibrar el 

número de muestras para cada árbol.  

Especie 
Ensamblados 
existentes 

Acinetobacter baumannii 1.319 

Clostridium difficile 256 

Enterobacter cloacae 371 

Klebsiella pneumoniae 913 

Pseudomonas aeruginosa 1.558 
Tabla 2-4: Ensamblados encontrados por cada una de las especies en la base de datos RefSeq. 
Datos obtenidos en julio de 2016. 

En la creación de la herramienta propuesta, se tuvo en cuenta que, aunque se 

seleccionaron sólo algunas especies, debe ser planteada de forma general en caso de que 

se quieran incluir nuevas especies. Esto lleva a que, si bien se podría trabajar con una 

muestra que contemple todos los ensamblados de cada especie, por la forma de muestreo 

de Random Forest con muestras desbalanceadas, no sean utilizados muchos datos de las 

clases mayoritarias y se pierda tiempo de máquina tanto en el almacenamiento de las 

muestras como en el entrenamiento, sin tener claridad si el modelo resultante tenga una 

precisión admisible  (Chen, Liaw, and Breiman 2004).  

Por esto se decide entregar al entrenamiento un conjunto balanceado de muestras y 

teniendo la cantidad de ensamblados disponibles para las especies evaluadas, se toma la 
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decisión de definir un número fijo de 100 muestras por especie, como conjunto inicial de 

muestras para realizar el primer entrenamiento y evaluar los resultados. 

Se realizó el almacenamiento de los datos de 500 muestras. Una vez se obtuvieron en las 

secuencias dentro de la tabla, estas fueron extraídas y procesadas en CD-HIT-EST para 

obtener los grupos, obteniendo los resultados mostrados en la Ilustración 2-1. 

 

Ilustración 2-1: Datos almacenados para las muestras utilizadas en el entrenamiento 

De los grupos resultantes, se realizó un análisis frente a la presencia de los grupos en cada 

una de las especies, hallando la frecuencia de cada uno de ellos en las muestras 

almacenadas. Se encontró que un grupo puede presentarse más de una vez en cada 

muestra, pero este evento no es tan frecuente ya que se presenta en menos del 2% de las 

características de cada especie. 

Por otro lado, muchos de los grupos encontrados sólo se presentan en una muestra. Esto 

llevó a revisar si era necesario entregar al entrenamiento todos los grupos obtenidos, 

sabiendo que al presentarse en una o dos muestras no tendría influencia en la decisión 

que debería tomar el modelo. Para esto se analizó cuantos grupos serían tenidos en cuenta 

si se colocaran aquellos que tuvieran una frecuencia mayor de 10 en la especie, asumiendo 

que las repeticiones no son tan frecuentes por lo expuesto en el párrafo anterior, para 

asimilarlo al valor porcentual, obteniendo un total de 28.175. Se realiza el mismo análisis 

con diferentes frecuencias para ver su comportamiento (Ilustración 2-2). 
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Ilustración 2-2: Comportamiento del número de grupos frente a su frecuencia en la especie 

Se encuentra que al tomar una frecuencia mayor a 70, se muestra un cambio significativo 

en el número de grupos, es decir, las características a evaluar. Viendo los resultados 

obtenidos, para no tener datos innecesarios en el entrenamiento, se decide tomar las 

características que tienen una frecuencia mayor a 80, ya permite generar un espacio no 

tan estricto como el asumir que sean las características presentes en el 90% de las 

muestras aproximadamente. 

Para realizar el entrenamiento del sistema de aprendizaje de máquina, los datos de entrada 

deben estar en formato matricial, donde en las filas se encuentren las muestras, en las 

columnas las características y en las celdas, el valor que toma la característica en la 

muestra. Además de esto, se debe generar un vector donde se especifique la clase a la 

cual pertenece la muestra, en este caso, la especie. 

Como valor de la característica en la muestra, se tiene en cuenta que una característica 

puede estar una o más veces dentro del genoma de la bacteria, por lo cual se entregará 

como valor, el número de repeticiones que tiene la característica en la muestra, señalando 

la ausencia de la característica con valor cero. 

Se crea un procedimiento que permite extraer de la base de datos las características 

seleccionadas para cada una de las muestras, con su respectivo valor. Este también se 

encarga de organizar los datos de forma matricial. Por otro lado, también se genera el 
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vector con la clase a la que pertenece. Este vector tiene un tamaño igual al número de 

muestras. 

Por último, se realiza el entrenamiento del sistema tomando un mínimo de 10 estimadores 

para realizar la construcción. En total se generan 41 árboles basados en las características 

definidas. 

2.4.2 Resultados 

Para poder realizar la prueba del modelo obtenido, se tomaron en total 150 muestras de 

12 especies. Para cada una de las especies tenidas en cuenta dentro del sistema, se 

tomaron 20 muestras diferentes a las tenidas en cuenta en el entrenamiento. Se 

seleccionaron 7 especies adicionales que no hicieran parte del grupo de prueba, que 

fueran muy cercanas a las especies evaluadas. 

Para esto, se recurrió a la base de datos Taxonomy del NCBI, donde se analizaron cada 

una de las especies tenidas en cuenta dentro del sistema, buscando otras especies que 

fueran muy cercanas en el árbol taxonómico allí planteado. Para estas otras especies, se 

revisó el número de ensamblados que tuviera disponible, buscando completar 10 muestras 

para realizar la validación. Se seleccionaron las especies A.pittii, C.botulinum, 

C.mangenotii, E.asburiae, K.quasipneumoniae, P.alcaligenes y P.mendocina. 

Para el almacenamiento de las muestras, se realizó el mismo procedimiento que con las 

utilizadas en el entrenamiento, cambiando únicamente la asignación del grupo al que 

pertenece cada secuencia. Dado que ya estaban definidos los grupos dentro de la base 

de datos, las secuencias son procesadas con CD-HIT-EST frente a los grupos ya 

generados. Si la secuencia coincide con uno de los grupos es asignado a este. Si no, se 

crea un nuevo grupo. 

Se almacenan las 150 muestras y se extraen las características necesarias para evaluar 

el modelo creado basado en el entrenamiento, obteniendo los resultados mostrados en la 

Tabla 2-5. Todas las muestras se ingresaron al sistema como si no se conociera la especie 

a la que pertenece. 



56 2 Identificación utilizando aprendizaje de maquina 

 

 

Tabla 2-5: Listado de especies con las que se realiza la evaluación. Por cada una de ellas se 
muestra el número total de ensamblados evaluados, cuántos fueron clasificados correctamente y 

cuantos de forma incorrecta. 

En las especies que se tomaron como control, se dice que es correcta la predicción, en el 

caso que el sistema responda “especie desconocida”. Para las especies tenidas en cuenta 

dentro del sistema, la predicción es correcta, si la respuesta es la especie a la que 

pertenece. 

Sólo en los casos de dos especies específicas no se obtuvieron los resultados esperados, 

se evidencia que sólo en los casos de K.quasipneumaniae y E.asburiae no se realiza la 

predicción de manera correcta, dado su gran nivel de cercanía a las especies 

K.pneumoniae y E.cloacae respectivamente (En el caso de la primera la predicción fue 

K.pneumoniae y en el caso de la segunda la predicción fue E.cloacae). 

Especie
No. de 

muestras

Predicción 

correcta

Predicción 

incorrecta

A.baumannii 20 20 0

A.pittii 10 10 0

C.difficile 20 20 0

C.botulinum 8 8 0

C.mangenotii 2 2 0

E.cloacae 20 20 0

E.asburiae 10 0 10

K.pneumoniae 20 20 0

K.quasipneumoniae 10 0 10

P.Aeruginosa 20 20 0

P.alcaligenes 4 4 0

P.mendocina 6 6 0

Total general 150 130 20



 

3 Tipificación bacteriana por similitud de 
características 

Una de las posibilidades iniciales para realizar la tipificación, fue seguir el mismo camino 

que para la identificación, es decir, realizarla por medio de un enfoque de aprendizaje de 

máquina que permitiera establecer un modelo de clasificación. Lo primero a evaluar frente 

a este planteamiento es que los posibles tipos que pueden existir dentro de cada una de 

las especies bacterianas no tienen una nomenclatura definida, es decir, las clases que 

podrían utilizarse para el entrenamiento de un sistema de aprendizaje supervisado no 

están plenamente definidas. 

Si bien se han establecido grupos intra-especie, como los tipos de secuencia de MLST, 

perfiles de MLVA o cepas representativas como en taxonomy de NCBI, no existe todavía 

un consenso que permita definir una nomenclatura que permita establecer las clases con 

exactitud. Esto tiene que ver con el hecho de no poder establecer subespecies en las 

bacterias, tal como se muestra a lo largo del capítulo sobre el estado de la identificación y 

la tipificación. 

Una opción dentro del aprendizaje de máquina es plantear un aprendizaje no supervisado, 

donde el sistema es el encargado de generar los grupos basado en las inferencias que 

pueda realizar frente a los datos de las características entregadas. Al igual que en la 

identificación, depende de la caracterización que se realiza y de la cantidad de muestras 

que se tienen, sin embargo, en este escenario no se podría conocer que tan cercanas son 

dos muestras entre sí, simplemente se conocería si pertenecen al mismo grupo con los 

criterios de inferencia determinados por el sistema.  

Ahora, si una nueva muestra es ingresada y no es clasificada dentro de alguno de los 

grupos establecidos, necesariamente se tendría que reentrenar el sistema, generar un 

nuevo modelo para que se pueda establecer el posible nuevo grupo y que sea tenido en 

cuenta cuando se evalúen las próximas nuevas muestras. Esto teniendo como premisa 
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que el sistema sea incremental y permita ir creando un repositorio consolidado, tal como 

se tiene en MLST, MLVA o rMLST. Sin embargo, realizarlo de esta manera no permitiría 

cuantificar que tanto se parecen las muestras entre sí y tampoco permitiría establecer 

algún tipo de relación entre los grupos que puedan ser obtenidos. 

Por lo tanto, se propone establecer una medida que permita conocer la similitud entre las 

muestras frente a la caracterización realizada, comparar una nueva muestra con las que 

ya se encuentren almacenadas y basado en estos datos, analizar cómo pueden agruparse. 

Además, al almacenar los datos obtenidos, no se deben reprocesar los datos cada vez que 

se ingrese una nueva muestra o se quiera comparar un grupo de ellas. 

Algo que se previó desde la formulación, es que esta medida no es igual a la identidad que 

pueda ser obtenida por medio del alineamiento de las secuencias, ya que, si bien las 

características se establecen utilizando el alineamiento cuando se realiza el agrupamiento 

con CD-HIT-EST, se han tomado únicamente los elementos genómicos identificados en 

los archivos de anotación como genes. Además de esto, la medida tiene en cuenta 

elementos tanto del cromosoma como de los plásmidos ya que no vienen diferenciados en 

la anotación en la gran mayoría de los casos. 

3.1 Forma de cálculo de la medida 

Se parte que esta medida debe permitir la comparación de cada una de las muestras con 

las restantes que pertenezcan a la misma especie y que debe expresarse en un valor 

porcentual que permita analizar los datos de forma homogénea. Para esto se utiliza como 

base general el índice de Jaccard (Real and Vargas 1996), que analiza el número de 

coincidencias de las características en las dos muestras, frente al total de características 

que pueden tener las 2 en total. Esto se representa de la siguiente manera: 

𝑃𝑠 =
𝐶(𝑥,𝑦)

𝑛
                (3.1) 

Donde Ps es el porcentaje de similitud que se plantea como medida de comparación entre 

las muestras, representado como las características que tienen en común las muestras x 

y y (C(x,y)), frente al número máximo de características que podrían compartir entre ellas 

(n).  
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Se debe tener en cuenta que cada una de las características que se está contenida en la 

muestra, pertenece a un grupo de los que se generaron con CD-HIT-EST y tiene un 

porcentaje de identidad con la secuencia representante de esta. Además, una misma 

característica puede encontrarse 1 o más veces dentro de la muestra. Estos valores son 

tenidos en cuenta para calcular cuánto comparten las 2 muestras de la siguiente forma: 

 𝐶(𝑥, 𝑦) = ∑ min{𝑘𝑖 , 𝑙𝑖} . (100 − |𝐼(𝑥𝑖) − 𝐼(𝑦𝑖)|)
𝑚
𝑖=1                  (3.2) 

Donde m es el total de características compartidas, k es el número de veces que aparece 

la característica i en la muestra x y l es el número de veces que aparece la característica 

i en la muestra y. I representa el valor de identidad que tiene la característica i de la 

muestra correspondiente con respecto a la referencia del grupo. 

Se toma el valor mínimo entre k y l, ya que es la máxima cantidad que podrían compartir 

las 2 muestras de esa característica. En la parte final de 3.2, se toma el valor absoluto de 

la diferencia de las dos identidades, para mostrar que no sólo la característica está 

presente, sino que en la muestra se tiene una proporción de esta. Se realiza la resta del 

100 con este valor dado que las identidades están dadas en valores entre 0 y 100 y para 

ver cuánto se parecen y no la distancia entre estas. 

Para definir n, se toma el número de características que tiene cada muestra teniendo en 

cuenta también la identidad con el grupo y el número de repeticiones y a cada uno de ellos 

se le restan el número de características compartidas, donde nx y ny son el número de 

características que tiene cada una de las muestras x y y correspondientemente y m el 

número de características compartidas entre ellas quedando Ps como: 

𝑃𝑠 =
𝐶(𝑥,𝑦)

𝐶(𝑥,𝑦)+(𝑛𝑥−𝐶(𝑥,𝑦))+(𝑛𝑦−𝐶(𝑥,𝑦))
         (3.3) 

Como se mencionó en el capítulo anterior, el porcentaje de características que presentan 

repeticiones en la misma muestra es menor al 2%, por lo que en la gran mayoría de los 

casos k es igual a l y el resultado del mínimo es igual a 1. En los casos en que existen 

repeticiones de la característica en la muestra, el valor de I es el promedio de las 

identidades frente al número de repeticiones. 
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Esta medida se implementa dentro del sistema por medio de dos procedimientos 

almacenados en la base de datos: El primero realiza el cálculo para comparar todas las 

muestras existentes de forma masiva. El segundo, se implementa para el caso en que 

llegue una nueva muestra, comparando esta con todas las existentes. Estos valores se 

almacenan en una nueva tabla llamada relacion_ensamblados, tal como se muestra en el 

modelo entidad-relación en el anexo G. 

3.2 Obtención y comparación de resultados 

Con el fin de obtener los resultados de la medida, se selecciona la especie A.Baumannii y 

se realiza el cálculo para las 100 muestras almacenadas en el sistema, las cuales fueron 

utilizadas para el entrenamiento del modelo de aprendizaje de máquina. A cada una de 

ellas se le realiza el cálculo de la medida comparándolas con las restantes. 

Además de esto, todas las muestras son tipificadas tanto con MLST como con rMLST para 

obtener sus ST y rST correspondientes, obteniendo datos de referencia para comparar los 

resultados obtenidos con la medida planteada. De las 100 muestras, se obtiene que se 

encuentran en 29 grupos de MLST y en 46 grupos de rMLST. En este último 5 muestras 

no son asignadas a ningún rST. El listado de los ensamblados utilizados se encuentra en 

el Anexo H. 

Se comparan los grupos resultantes de MLST y rMLST, para analizar la distribución de las 

muestras dentro de los grupos y también cuales rST están contenidos en los ST, 

obteniendo la tabla mostrada en el Anexo I. Se encuentra que los rST se comportan como 

subgrupos de los ST. Sin embargo, existe el rST8482 que está contenido en 2 ST 

diferentes ST2 y ST417. 

Frente a los grupos de MLST y rMLST, se revisa la variación en la que se encuentran de 

acuerdo con la medida planteada. Cabe aclarar que se muestran únicamente los ST y rST 

que tienen más de una muestra. Estos resultados se resumen en la Tabla 3-1 y en la Tabla 

3-2. Allí se puede evidenciar que en los grupos que contienen mayor número de muestras 

se tiene una variabilidad significativa, pero también es coherente con el número de 

características que evalúa cada método, ya que MLST evalúa solo 7 genes constitutivos y 

rMLST evalúa 54 rps, por lo cual en este último la variabilidad es menor. 
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Tabla 3-1: Rangos del porcentaje de similitud calculado para los grupos ST 

 

Tabla 3-2: Rangos del porcentaje de similitud calculado para los grupos rST 

En los resultados de MLST, todas las muestras tuvieron 100% de identidad con los alelos 

correspondientes de los 7 genes tenidos en cuenta, a excepción de una que tuvo 6 genes 

al 100% y el séptimo al 99.75%. En rMLST se obtuvieron resultados similares a MLST, 

donde sólo una de las muestras tenía 52 coincidencias exactas con los rps. Estos datos 

no permiten realizar una comparación entre los métodos y el porcentaje de similitud 

planteado ya que los métodos sólo muestran el grupo en el cual es clasificada la muestra, 

pero no que tan cercanas son entre sí. 

𝑑(𝑥, 𝑦) = 1 − 𝑃𝑠            (3.5) 

 

ST muestras en ST Mín. de similitud Máx. de similitud Diferencia

1 12 66.75 97.24 30.50

2 40 67.43 98.18 30.74

3 4 86.66 97.26 10.60

25 4 74.07 87.83 13.75

81 2 96.28 96.28 0.00

113 2 97.51 97.51 0.00

241 3 97.82 98.40 0.57

406 4 91.11 97.87 6.76

415 3 90.14 96.45 6.30

416 2 98.19 98.19 0.00

417 5 87.28 94.60 7.32

422 2 83.50 83.50 0.00

rST muestras en rST Mín. de similitud Máx. de similitud Diferencia

8237 6 72.22 97.24 25.03

8249 2 94.53 94.53 0.00

8274 2 87.66 87.66 0.00

8482 21 71.76 98.18 26.42

8777 3 74.07 87.83 13.75

8954 4 85.10 95.91 10.81

9253 2 90.28 90.28 0.00

9254 4 86.66 97.26 10.60

9405 2 98.19 98.19 0.00

9603 2 96.28 96.28 0.00

9653 2 83.50 83.50 0.00

9655 2 97.51 97.51 0.00

9659 3 97.82 98.40 0.57

9667 3 87.28 91.37 4.10

9670 2 96.73 96.73 0.00

9683 4 91.11 97.87 6.76

9709 2 81.77 81.77 0.00
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Se realiza genera una matriz de distancia basado en el porcentaje de similitud planteado 

usando la fórmula 3.5, que permita establecer agrupamientos por medio de un árbol 

filogenético. Esto permite analizar cómo se comporta la medida planteada frente a MLST 

y rMLST, que son metodologías muy utilizadas desde el punto de vista genómico. 

Para la generación del árbol, se utiliza la herramienta TRex (Boc, Diallo, and Makarenkov 

2012), aplicando el método NINJA Large-Scale Neighbor-Joining (T. J. Wheeler 2009), que 

mejora el método Neighbor-Joining (Saitou and Nei 1987). Para la visualización de los 

datos se utilizó la herramienta iTOL V3 (Letunic and Bork 2016). 

Además de esto, las muestras son procesadas con Roary con el fin de obtener un árbol 

que pueda ser comparable con los resultados obtenidos, ya que la forma en la cual se 

generan las características es muy similar y permite entender mejor los resultados. 

Se contrasta tanto el árbol generado con la medida propuesta como el árbol generado con 

Roary, frente a los ST y los rST asignados a cada muestra. En la Ilustración 3-1 se muestra 

gráficamente la comparación de los 2 árboles con los ST correspondientes, donde cada 

uno de los colores representa un ST. 

 

 

 

 

 

Ilustración 3-1:Árboles filogenéticos comparados con el método de tipificación MLST. a) Árbol filogenético 

obtenido con la medida de similitud planteada. b) Árbol filogenético obtenido con Roary 

Para realizar el análisis, se tuvo en cuenta únicamente aquellos grupos que tuvieran 2 o 

más ensamblados tal como se extrae en la Ilustración 3-2, que permite revisar que tan 

cerca quedan los ensamblados pertenecientes a cada ST, encontrando en los 2 árboles 

a) b) 
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resultados muy similares. En ambos árboles, se puede ver que las muestras que 

pertenecen al mismo grupo se encuentran agrupadas en el mismo clado. También se 

puede encontrar en los 2 árboles que los ensamblados identificados con los números 27, 

57 y 80 que pertenecen al ST 415, son muy cercanos a los ensamblados pertenecientes 

al ST2 (color morado en la Ilustración 3-2), lo cual podría calificarse como una clasificación 

errónea por parte MLST.  

Sí existen diferencias entre los árboles, pero ramificaciones de distancias pequeñas, como 

es el caso de los ensamblados identificados con los números 67, 68, 69 y 90, 

pertenecientes al ST 406, ya con la medida planteada se tiene que el ensamblado 67 es 

más cercano al 69, pero con Roary se encuentra que tiene una relación más cercana con 

el ensamblado 90. Una de las más grandes diferencias que se encuentra entre los árboles, 

es en el ST1 identificado con color naranja, donde el ensamblado 3 según Roary, se 

encuentra alejado del grupo, lo cual es totalmente opuesto a lo encontrado con el 

porcentaje de similitud planteado. 

Esto muestra que la medida que se plantea mantiene coherencia con los grupos 

planteados en MLST y que también se tiene concordancia frente a resultados mucho más 

específicos como lo son los resultados de Roary. Se realiza el mismo análisis con los 

grupos obtenidos con rMLST, tomando nuevamente los grupos que tienen 2 o más 

ensamblados tal como se muestra en la Ilustración 3-2. Cabe aclarar que los ensamblados 

que tienen color gris claro son aquellos que no fueron clasificados en ningún rST. 

Ilustración 3-2: Árboles filogenéticos obtenidos frente a los ST que contienen 2 o más ensamblados. a) 
Árbol generado con porcentaje de similitud planteado. b) Árbol generado con Roary. 

a) b) 
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Ilustración 3-3: Comparación de resultados frente a los grupos rMLST obtenidos. a) Árbol obtenido con el 
porcentaje de similitud planteado. b) Árbol generado con Roary 

El grupo que contiene el mayor número de ensamblados es el rST8482, representado en 

la ilustración con el color rosa claro. En la comparación de los 2 árboles se encuentra que 

se tienen diferencias frente a este grupo, ya que en el resultado de Roary se muestra que 

está separado en varios clados y no se tiene una relación tan definida, mientras que, con 

la medida planteada se evidencia que parten de clados muy cercanos y que entre los 

ensamblados existe una relación, aunque existan separaciones. 

Con los resultados obtenidos, se puede concluir que la medida funciona para establecer la 

similitud que se tiene entre 2 muestras, ya que mantiene una gran coherencia con los 

métodos de tipificación tomados como referencia. También se muestra que concuerda de 

forma muy cercana con el método de análisis de pan-genoma Roary, teniendo en cuenta 

que la forma de caracterización es muy similar al utilizar agrupamiento, pero el tratamiento 

de los datos y el enfoque es diferente. 

3.3 Propuesta para la definición de tipos 

Lo primero para tener en cuenta para la definición de tipos, es que la medida planteada 

para medir la similitud entre las muestras se basa en la cantidad de características que 

comparten, de acuerdo con la homogenización realizada. Esto quiere decir, que el valor 

obtenido no muestra la identidad que puede obtenerse realizando el alineamiento de los 

a) b) 
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genomas, ya que se tuvieron en cuenta únicamente los elementos identificados como 

genes en la anotación y se realizó el cálculo frente a la característica definida mas no frente 

al alineamiento de las secuencias de cada característica. 

Para esto se analizaron los datos obtenidos frente a los valores que puede tomar el 

porcentaje de similitud planteado entre las muestras. Un referente inicial revisado fueron 

los resultados obtenidos en la Tabla 3-2, donde muestra los rangos dentro de los que se 

encuentran los grupos de rMLST frente a la medida planteada. El valor mínimo encontrado 

fue 71.76% del rST8482 donde está el mayor número de muestras, lo cual es un valor muy 

bajo para tomarlo como referencia. 

Porcentaje de 
similitud 

Grupos 
encontrados 

>=90 17 

>=92 17 

>=94 18 

>=95 15 

>=96 14 

>=97 9 

>=98 3 

Tabla 3-3: Grupos encontrados que contienen más de una muestra según el porcentaje mínimo de 
similitud 

Se parte entonces de revisar como se conforman los grupos cuando entre las muestras se 

tenga una similitud mínima del 90%, obteniendo 17 grupos en total que contienen más de 

una muestra. Se realiza el mismo ejercicio con el 92%, 94%, 95%, 96%, 97% y 98%, 

obteniendo los resultados de la Tabla 3-3 y detallados en el Anexo J. 

Estos resultados también son contrastados frente al árbol generado, tal como se muestra 

en la Ilustración 3-4, donde se muestran todos los grupos obtenidos con los porcentajes 

analizados frente a la longitud real de las ramas del árbol generado y las relaciones 

obtenidas. Allí podemos ver que al hacerlo sobre el 90% existen grupos que quedan 

divididos, como por ejemplo el grupo más grande, que está demarcado en la ilustración 

con color rojo, donde en el árbol se encuentra la muestra 66 que no queda clasificada en 

el grupo. 
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Ilustración 3-4: Comparación de los grupos encontrados frente al árbol generado. Cada círculo 
representa un porcentaje, ordenados de menor a mayor. 

Esto mismo ocurre con los grupos generados con los porcentajes 92 y 94, donde algunas 

muestras quedan en clados diferentes. Desde el porcentaje 95 en adelante no se 

presentan estos casos. En porcentajes altos, los grupos están conformados únicamente 

por 2 muestras, y se obtienen muy pocos grupos. 

Dados estos resultados se puede establecer que, para esta forma de cálculo, los tipos 

pueden definirse con muestras que tengan el 95% o más de similitud entre ellas, 

estableciendo este valor como parámetro dentro de la herramienta. Esto es solo una 

propuesta basado en los datos analizados, que permite establecer grupos que representen 

los posibles tipos que existan dentro de la especie y demarcar un límite para generarlos, 

pero en ningún momento se define como una regla exacta. 

90 92 94 95 96 97 98 



 

4 Integración de la Herramienta de software 

Dado que dentro del grupo de investigación se planteó que esta herramienta será integrada 

a una solución global para seguimiento, no es necesario el desarrollo de una interfaz 

gráfica para usuarios finales, ya que haría parte de un flujo de trabajo y es suficiente 

diseñarla para ser ejecutada desde línea de comandos o para que sus componentes sean 

incluidos como librería. 

El primer aspecto definido, es que se utiliza como modelo entidad relación definitivo el 

mostrado en el Anexo G, donde ya se encuentran establecidas las tablas necesarias tanto 

para la identificación como para la tipificación. 

Teniendo todos los procedimientos desarrollados en módulos independientes, se realiza 

una integración de estos para permitir la ejecución de todos los pasos. Visto de manera 

muy general, el flujo principal de la herramienta es el mostrado en la Ilustración 4-1. 

 

Ilustración 4-1: Diagrama de flujo general de la herramienta de software planteada. 
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En este flujo se plantean dos posibles caminos: El primero permite el entrenamiento del 

sistema para incluir una nueva especie en la identificación y el segundo la evaluación de 

nuevas muestras para definir la especie y el tipo a los que pertenece. 

4.1 Flujo para incluir una nueva especie 

Como se muestra en la Ilustración 4-1, el primer paso es ingresar la nueva especie en la 

base de datos, en la tabla llamada organismo. Allí se debe colocar tanto el nombre de la 

especie como el nombre de la carpeta que contiene los ensamblados en RefSeq, para que 

se pueda realizar de forma automática el procedimiento. 

Para el entrenamiento, en la ejecución por la línea de comandos, se reciben los parámetros 

descritos en la Tabla 4-1. Una vez es ejecutado se sigue el procedimiento planteado en el 

Anexo D para la obtención de los ensamblados en RefSeq y se almacenan las muestras 

en la base de datos, de acuerdo con procedimiento planteado en el Anexo E. Estas cargas 

de datos son masivas, por lo cual el tiempo dependerá del número de muestras. 

Parámetro Texto completo Descripción 

-f  --funcion 
Debe colocarse el valor “e” para 
realizar el entrenamiento. 

-n  --n_muestras 
Número de muestras a descargar por 
organismo. Por defecto son 100. 

-l  --limite 
Límite de frecuencia de las 
características por especie. Por 
defecto es 80. 

-ne  --n_entrenamiento 
Número de muestras a ser usadas en 
el entrenamiento. 

-a  --arboles 
Número de árboles a generar para 
realizar el entrenamiento. 

Tabla 4-1: Parámetros de entrada para el entrenamiento. 

Una vez son almacenadas las muestras, se preparan los datos para el entrenamiento, 

creando la matriz de los ensamblados frente a las características que cada uno contiene 

tal como se muestra en el Anexo K de forma general, teniendo en cuenta el número de 

muestras especificado para el entrenamiento. Teniendo esta matriz como entrada, se 

ejecuta el entrenamiento utilizando la librería scikit (Pedregosa et al. 2011) con el número 

de árboles  y entregado en los parámetros, obteniendo el modelo entrenado para la 
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identificación. Este modelo queda almacenado en el servidor y es utilizado para la 

evaluación de nuevas muestras. 

4.2 Flujo para evaluación de nuevas muestras 

Para la evaluación de nuevas muestras, previamente deben estar almacenados en el 

servidor los archivos de anotación y de secuencia de los ensamblados a evaluar. Esta 

evaluación puede ser de forma masiva, por lo cual es necesario que estén contenidos en 

la misma carpeta, que cada ensamblado esté almacenado en carpetas diferentes y que el 

nombre de carpeta contenga el identificador del ensamblado sin el carácter punto. 

Los parámetros de entrada son los descritos en la Tabla 4-2, los cuales determinan si se 

va a realizar la identificación y tipificación de la muestra y la ruta donde están almacenados 

los ensamblados de las muestras a evaluar. Una vez sea ejecutado el comando, el sistema 

se encarga de realizar el almacenamiento del ensamblado tal como se describe en el 

Anexo E, colocando en los atributos id_organismo y id_tipo de la tabla ensamblado el valor 

cero para señalar que no es conocida la especie a la que pertenece y tampoco su tipo. 

Parámetro Texto completo Descripción 

-f  --funcion 
Debe colocarse el valor i para realizar 
la identificación y tipificación. 

-r  --ruta 
Ruta de la carpeta que contiene los 
ensamblados de las muestras a 
evaluar. 

Tabla 4-2: Parámetros de entrada para la identificación y tipificación 

Una vez es almacenada, se leen las características del ensamblado necesarias para su 

evaluación y se entregan al modelo para realizar la identificación. El resultado es 

almacenado en la base de datos actualizando el valor de id_organismo en la tabla 

ensamblado. 

Posteriormente por cada una de las muestras, se realiza el cálculo del porcentaje de 

similitud frente a las que ya se encuentran almacenadas. Para asignar el tipo, se realiza la 

búsqueda del porcentaje de similitud mayor al 95%. Si existen registros, se le asigna el tipo 

del ensamblado con el que tuvo una mayor similitud. En el caso de no obtener registros, 

se crea un nuevo tipo para la especie y ese es asignado al ensamblado evaluado. 
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Las salidas principales del sistema son los valores que se asignan en la tabla ensamblado 

tanto en los atributos id_organismo y id_tipo. En la base de datos quedan almacenados 

los resultados del porcentaje de similitud entre las muestras para permitir extraer la matriz 

de distancia y generar un árbol filogenético.  

Además de lo anterior, se obtienen los archivos del modelo generado con aprendizaje de 

máquina y el archivo de referencia de los clusters generados para realizar la 

caracterización, el cual se va incrementando a medida que se almacenan nuevas muestras 

y se encuentran nuevos grupos. 



 

5 Conclusiones y recomendaciones 

5.1 Conclusiones 

El problema abordado en este trabajo es realmente un tema de investigación constante 

por muchas personas en el mundo, ya que constantemente se están planteando nuevas 

ideas para el ordenamiento taxonómico de los seres vivos y en especial de los 

pertenecientes al dominio de los procariotas.  

Al desarrollarlo no se buscaba dar una solución definitiva para la definición de especies y 

tipos dentro de la especie, porque esto sigue siendo tema de discusión por parte de 

especialistas. Se buscaba plantear una opción que permitiera indagar cómo se pueden 

utilizar los datos que se pueden obtener del genoma completo para realizar la identificación 

y la tipificación. Por esto, de forma muy personal, la herramienta obtenida fue el primer 

intento de un experimento para saber si podrían obtener buenos resultados viendo los 

datos desde otro punto de vista. 

Como es desarrollado a lo largo de todo el documento, el proceso de análisis, diseño y 

desarrollo fue iniciado desde los conceptos biológicos básicos necesarios, el análisis de 

los métodos y de los datos existentes, lo cual permitió vincular varias ideas y plantear una 

posible solución utilizando una forma de caracterización parecida a la del análisis de pan-

genoma, inferencia por medio de aprendizaje de máquina para la identificación y una 

medición de similitud por medio de características para la tipificación. 

La herramienta de software obtenida es un primer prototipo que permite la identificación y 

tipificación de las especies C.difficile, K.pneumoniae, A.baumannii, P.aeruginosa y 

E.cloacae. Dado el diseño de la base de datos y los procedimientos creados, es una 

herramienta escalable que permite la inclusión de otras especies bacterianas utilizando los 

datos disponibles de ensamblados en las bases de datos de referencia como RefSeq. Esta 

herramienta es un punto de partida que, de seguir trabajando en ella, puede realmente 

aportar frente a la taxonomía de las bacterias. 
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Una de las ventajas más grandes que se tiene con el sistema planteado, es que se cuenta 

con un repositorio incremental, que almacena los datos provenientes de la anotación 

realizada a los genomas y los organiza de forma homogénea, que no sólo pueden servir 

para propósitos de identificación y tipificación, dado que se almacenan tanto la 

caracterización planteada, como los datos de las características originales que se 

encuentran en la anotación, manteniéndolos relacionados.  

Esto permite, por ejemplo, relacionar los resultados obtenidos en el aprendizaje de 

máquina con la información de la anotación, para identificar las características biológicas 

más relevantes dentro de los árboles de decisión para la clasificación y permitir encontrar 

marcadores que puedan ser objeto de estudio para la definición de especies. 

Si es visto desde el punto de vista de la tipificación, el repositorio de datos permite tener 

un panorama más amplio dentro de la especie, al no basarse únicamente en un grupo de 

muestras que se quieran analizar sino en todas las muestras que se encuentren 

almacenadas en una base de datos tal como se plantea en métodos existentes como 

MLST, rMLST y MLVA. Esto llevaría a que, si se almacenan todos los ensamblados 

contenidos en RefSeq, se podría tener un panorama muy completo del comportamiento de 

los tipos en las especies y llegar a ser más específicos que los métodos antes 

mencionados, dado que se realiza una caracterización más amplia. 

Con respecto a la forma de medir la similitud entre las muestras, se puede decir que se 

planteó encontrar un punto intermedio entre simplemente evaluar la presencia-ausencia 

de las características (como en el caso del pan-genoma) y realizar el alineamiento 

secuencia a secuencia de las características, llegando a buenos resultados. Además, es 

un proceso muy rápido de comparación, ya que toma 8 segundos comparar una muestra 

contra otras 99. 

Por otro lado, si es visto desde el punto de vista de seguimiento epidemiológico de los 

microorganismos causantes de las IAAS, tal como se planteó en el objetivo general de este 

trabajo, se tienen 2 formas de realizar este seguimiento: La primera es basada en los 

grupos, donde se puede conocer que muestras están relacionadas. La segunda es 

conociendo la similitud que tiene con las otras almacenadas, ya que esto permitiría junto a 

datos sociodemográficos establecer de cuáles muestras pudo provenir, que no 

necesariamente son las del tipo al que pertenece. 
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Si se parte de tener los datos resultantes de la secuenciación ensamblados, procesos de 

rápidos de anotación como PROKKA permiten tener los datos necesarios para realizar la 

identificación y la tipificación con la herramienta obtenida, la cual se toma 

aproximadamente 2 minutos para cada muestra en el almacenamiento, identificación de 

especie y tipificación, si fuera ejecutada en una máquina de escritorio.  

5.2 Recomendaciones 

Existen muchas cosas que se pueden recomendar puesto que este es el primer resultado 

de una herramienta que se podría optimizar de varias maneras. Por ejemplo, para mejorar 

la predicción del modelo obtenido, se pueden realizar varias acciones de acuerdo con los 

parámetros que se tuvieron en cuenta para generar el modelo inicial: 

• Modificar el porcentaje de identidad utilizado en CD-HIT-EST para reducir el número 

de características que se tienen en cuenta, dando una mayor flexibilidad a las 

características y se aumente el número de estas que sean compartidas por todas las 

especies. 

• Se pueden tomar un mayor número de características basados en la frecuencia de 

aparición dentro de la especie. 

• Alimentar el sistema con un número mayor de muestras por cada especie que se 

desee agregar. 

• Incluir en el entrenamiento las especies cercanas, para poder enseñarle al sistema a 

diferenciarlas. Esto tendría un costo de desbalance en el entrenamiento que podría 

evaluarse e implementar soluciones frente a este riesgo. 

• Modificar el número de estimadores o árboles que se puedan generar en Random 

Forest. 

Con respecto a la medida de similitud, se pueden buscar otras formas de medición, como 

el generar alelos de las características y medir la distancia basados en estos alelos o 

realizar el alineamiento global entre cada característica compartida entre las 2 muestras 

comparadas, para conocer cuál es su identidad y determinar con exactitud que tanto 

comparten y volver más preciso el cálculo. Este tipo de cambios permitirían establecer un 

nivel mayor de precisión de la herramienta. 
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Una recomendación muy importante es la forma en la cual se realiza el almacenamiento 

de los datos, ya que con el número de especies inicial que se tomó para el desarrollo de 

la herramienta, el modelo relacional implementado en MySQL funciona. Sin embargo, si 

se quieren incluir de forma masiva más especies y el crecimiento de la base es alto, se 

debe pensar en cambiar de administrador de bases de datos a uno más robusto como 

Oracle o MSSQLServer, donde con tareas de administración como particionamiento de 

tablas, todavía es manejable el tamaño de las tablas. 

Como lo he reiterado en las conclusiones y en las recomendaciones, la herramienta creada 

es un primer paso que puede ser optimizado de varias formas. Sin embargo, algo que me 

parece muy importante es que permite ver los datos de otra forma e integra varias ideas 

que se han utilizado en diferentes métodos. 

 

 

 



 

A. Anexo: Tipos de Infecciones 
Asociadas a Dispositivos. Etiología y 
patogénesis 

 

Patogénesis

El evento más frecuente para el desarrollo de la Neumonía es la aspiración 

de bacterias de la orofaringe. La aspiración de pequeñas secreciones de la 

orofaringe ya colonizada, puede conducir a la proliferación de estas 

bacterias en el tracto respiratorio inferior.

NEUMONÍA ASOCIADA A LA ATENCIÓN EN SALUD

Etiología

Los agentes pueden variar entre instituciones, dadas las características de

la población de pacientes que atienden, la flora de cada institución y los

diferentes métodos diagnósticos empleados. 

En las neumonías tempranas (en pacientes con estancias <4 días) los

microorganismos causales incluyen: S.pneumoniae, H.influenzae,

M.catarralis, S.aureus y enterobacterias no resistentes (E.coli,

K.pneumoniae).

En las neumonías tardías (en pacientes con estancias >4 días), el espectro

incluye los mencionados previamente y otros microorganismos Gram

negativos multirresistentes como P.aeruginosa, Enterobacter,

Acinetobacer, los cuales están implicados en el 55% a 85% de los casos y

S.aureus implicado en el 20 a 30%, aunque alrededor de la mitad de los

casos son polimicrobianas.



 

 

 

  

Patogénesis

En general hay dos fuentes principales de infección del torrente

sanguíneo (ITS), asociada al uso de catéteres: la colonización del

dispositivo y la contaminación de los fluidos administrados a través de los

dispositivos. La contaminación de las infusiones o fluidos es la causa de la

mayoría de infecciones epidémicas, mientras que las infecciones

relacionadas a los catéteres son responsables de la mayoría de infecciones 

endémicas. La mayoría de las ITS asociadas a catéter de corta duración (<10

días de inserción) son de origen cutáneo del sitio de inserción y acceden

extraluminalmente, mientras que las de larga duración (como los

tunelizados Hickman, Broviack) son características de la contaminación de

los fluidos y por fortuna son las más infrecuentes.

Etiología

El perfil microbiológico de las ITS es predominantemente flora que reside

en la piel como Staphylococcus coagulasa negativo, S.aureus,

enterobacterias y otros gérmenes como P.aeruginosa y Candida.

INFECCIÓN DEL TORRENTE SANGUÍNEO ASOCIADA CATÉTER

Patogénesis

Mientras del 10% al 20% de las ITU sintomáticas asociadas a catéter son

causadas por la introducción de patógenos durante la inserción del catéter

urinario, del 30 al 45% están asociadas a la migración de microorganismos

de la superficie externa del catéter a lo largo de él desde la uretra hasta la

vejiga. Cuando el catéter permanece por más de 5 días, la ITU puede

ocurrir en la mitad de los pacientes.

Etiología

Las ITU sintomáticas asociadas a catéter pueden ser atribuidas a bacilos

gram negativos (E.coli, Klebsiella spp, Proteus spp, Pseudomonas spp,

Serratia spp), organismos gram positivos o levaduras. Alrededor del 12%

son causadas por E.coli.

INFECCIÓN SINTOMÁTICA DEL TRACTO URINARIO ASOCIADA CATÉTER



 

B. Anexo: Modelo entidad – relación 
de la base de datos para análisis de 
características 
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G. Anexo: Modelo entidad – relación 
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H. Anexo: Listado de ensamblados 
usados para el análisis de tipificación 

identificador en la Base de 
datos 

Identificador en RefSeq ST rST 

1 GCF_000018445.1_ASM1844v1 2 8249 

2 GCF_000162295.1_ASM16229v1 52 9295 

3 GCF_000021145.1_ASM2114v1 1 8237 

4 GCF_000069245.1_ASM6924v1 1 8237 

5 GCF_000021245.1_ASM2124v1 1 8233 

6 GCF_000163355.2_ASM16335v2 81 9603 

7 GCF_000163375.2_ASM16337v2 81 9603 

8 GCF_000163395.2_ASM16339v2 2 9253 

9 GCF_000173395.1_ASM17339v1 49 8246 

10 GCF_000177695.1_ASM17769v1 1 8954 

11 GCF_000177715.1_ASM17771v1 20 9265 

12 GCF_000177735.1_ASM17773v1 1 0 

13 GCF_000184475.1_ASM18447v2 2 9709 

14 GCF_000184495.1_ASM18449v2 16 31290 

15 GCF_000186645.1_ASM18664v2 2 9903 

16 GCF_000186665.3_ASM18666v4 267 9387 

17 GCF_000187205.2_ASM18720v4 2 8482 

18 GCF_000188215.1_ASM18821v1 2 8482 

19 GCF_000189655.1_ASM18965v2 2 8482 

20 GCF_000189675.1_ASM18967v2 2 8249 

21 GCF_000189695.1_ASM18969v2 78 9420 

22 GCF_000214965.1_gacin09v1.0 25 8777 

23 GCF_000214985.1_gacin10v1.0 3 9254 

24 GCF_000215005.1_AcbauOIFC032v1.0 32 9785 

25 GCF_000222225.1_ASM22222v2 2 9709 

26 GCF_000222245.1_ASM22224v2 2 31287 

27 GCF_000222265.1_ASM22226v2 415 8482 

28 GCF_000222285.1_ASM22228v2 2 8482 

29 GCF_000226275.1_ASM22627v1 2 9389 

30 GCF_000241705.1_ASM24170v2 25 8921 

31 GCF_000241725.1_ASM24172v2 2 0 

32 GCF_000248275.1_ASM24827v2 2 8482 

33 GCF_000278605.1_gacin08v1.0 2 9253 

34 GCF_000278625.1_AcbauOIFC137v1.0 3 9254 

35 GCF_000278645.1_AcbauOIFC109v1.0 3 9254 

36 GCF_000278665.1_AcbauOIFC143v1.0 25 8777 

37 GCF_000278685.1_AcbauOIFC189v1.0 2 8274 

38 GCF_000286535.1_gacin11v1.0 3 9254 

39 GCF_000286615.1_gacin07v1.0 1 8954 

40 GCF_000292545.1_ASM29254v1 218 9732 

41 GCF_000297515.1_gacin24v1.0 414 9743 

42 GCF_000297535.1_gacin24v1.0 136 9268 

43 GCF_000297575.1_gacin25v1.0 513 9259 

44 GCF_000297595.1_gacin26v1.0 1 8237 

45 GCF_000297915.1_Acin_baum_Ab11111_V1 2 9270 

46 GCF_000297935.1_Acin_baum_Ab33333_V1 419 9275 

47 GCF_000299655.1_ASM29965v1 2 8482 

48 GCF_000297955.1_Acin_baum_Ab44444_V1 2 8482 

49 GCF_000299675.1_ASM29967v1 2 8482 

50 GCF_000301175.1_ASM30117v1 2 9652 

51 GCF_000301195.1_ASM30119v1 417 0 



 

 

identificador en la Base de 
datos 

Identificador en RefSeq ST rST 

52 GCF_000301215.1_ASM30121v1 2 8482 

53 GCF_000301235.1_ASM30123v1 113 9655 

54 GCF_000301255.1_ASM30125v1 113 9655 

55 GCF_000301275.1_ASM30127v1 2 8482 

56 GCF_000301295.1_ASM30129v1 241 9659 

57 GCF_000301315.1_ASM30131v1 415 8482 

58 GCF_000301335.1_ASM30133v1 25 8777 

59 GCF_000301355.1_ASM30135v1 416 9405 

60 GCF_000301375.1_ASM30137v1 2 8482 

61 GCF_000301395.1_ASM30139v1 2 9670 

62 GCF_000301415.1_ASM30141v1 417 9667 

63 GCF_000301435.1_ASM30143v1 1 8954 

64 GCF_000301455.1_ASM30145v1 2 9681 

65 GCF_000301475.1_ASM30147v1 2 0 

66 GCF_000301495.1_ASM30149v1 2 9682 

67 GCF_000301515.1_ASM30151v1 406 9683 

68 GCF_000301535.1_ASM30153v1 406 9683 

69 GCF_000301555.1_ASM30155v1 406 9683 

70 GCF_000301575.1_ASM30157v1 2 8482 

71 GCF_000301595.1_ASM30159v1 2 8482 

72 GCF_000301615.1_ASM30161v1 2 8482 

73 GCF_000301655.1_ASM30165v1 2 0 

74 GCF_000301835.1_ASM30183v1 413 9651 

75 GCF_000301855.1_ASM30185v1 422 9653 

76 GCF_000301875.1_ASM30187v1 429 9658 

77 GCF_000301895.1_ASM30189v1 241 9659 

78 GCF_000301915.1_ASM30191v1 2 8482 

79 GCF_000301935.1_ASM30193v1 416 9405 

80 GCF_000301955.1_ASM30195v1 415 8482 

81 GCF_000301975.1_ASM30197v1 417 9667 

82 GCF_000301995.1_ASM30199v1 417 9667 

83 GCF_000302015.1_ASM30201v1 2 9670 

84 GCF_000302035.1_ASM30203v1 1 8954 

85 GCF_000302055.1_ASM30205v1 2 8482 

86 GCF_000302075.1_ASM30207v1 2 8274 

87 GCF_000302095.1_ASM30209v1 2 9678 

88 GCF_000302135.1_ASM30213v1 438 9679 

89 GCF_000302155.1_ASM30215v1 417 9680 

90 GCF_000302175.1_ASM30217v1 406 9683 

91 GCF_000302195.1_ASM30219v1 2 8482 

92 GCF_000302215.1_ASM30221v1 2 8482 

93 GCF_000302235.1_ASM30223v1 241 9659 

94 GCF_000302255.1_ASM30225v1 422 9653 

95 GCF_000302275.1_ASM30227v1 1 8237 

96 GCF_000302575.1_ASM30257v1 2 9391 

97 GCF_000304655.1_gacin18v1.0 1 8237 

98 GCF_000304675.1_GACIN20v1.0 405 9758 

99 GCF_000304695.1_gacin17v1.0 1 8237 

100 GCF_000305215.1_gacin13v1.0 19 9258 

 

 



 

I. Anexo: Comparación entre los ST y 
rST encontrados para las muestras 

 

 

ST
muestras en 

grupo MLST
rST

muestras en 

grupo rMLST

muestras en los 

2 grupos

8233 1 1

8237 6 6

8954 4 4

8249 2 2

8274 2 2

8482 21 18

9253 2 2

9270 1 1

9389 1 1

9391 1 1

9652 1 1

9670 2 2

9678 1 1

9681 1 1

9682 1 1

9709 2 2

9903 1 1

31287 1 1

3 4 9254 4 4

16 1 31290 1 1

19 1 9258 1 1

20 1 9265 1 1

8777 3 3

8921 1 1

32 1 9785 1 1

49 1 8246 1 1

52 1 9295 1 1

78 1 9420 1 1

81 2 9603 2 2

113 2 9655 2 2

136 1 9268 1 1

218 1 9732 1 1

241 3 9659 3 3

267 1 9387 1 1

405 1 9758 1 1

406 4 9683 4 4

413 1 9651 1 1

414 1 9743 1 1

415 3 8482 21 3

416 2 9405 2 2

9667 3 3

9680 1 1

419 1 9275 1 1

422 2 9653 2 2

429 1 9658 1 1

438 1 9679 1 1

513 1 9259 1 1

417 5

1 12

2 40

25 4



 

J. Anexo: Resultados de 
agrupamiento por porcentaje de 
similitud 

 

  

Id en BD Identificador RefSeq Id en BD Identificador RefSeq >=90 >=92 >=94 >=95 >=96 >=97 >=98

1 GCF_000018445.1_ASM1844v1 20 GCF_000189675.1_ASM18967v2 94.5294 1 1 1

5 GCF_000021245.1_ASM2124v1 39 GCF_000286615.1_gacin07v1.0 94.7291 2 2 2

5 GCF_000021245.1_ASM2124v1 63 GCF_000301435.1_ASM30143v1 93.5612 2 2

5 GCF_000021245.1_ASM2124v1 84 GCF_000302035.1_ASM30203v1 91.986 2

6 GCF_000163355.2_ASM16335v2 7 GCF_000163375.2_ASM16337v2 96.2821 3 3 3 1 1

8 GCF_000163395.2_ASM16339v2 33 GCF_000278605.1_gacin08v1.0 90.2844 4

13 GCF_000184475.1_ASM18447v2 78 GCF_000301915.1_ASM30191v1 92.6741 5 4

15 GCF_000186645.1_ASM18664v2 37 GCF_000278685.1_AcbauOIFC189v1.0 90.969 6

19 GCF_000189655.1_ASM18965v2 32 GCF_000248275.1_ASM24827v2 90.9022 7

23 GCF_000214985.1_gacin10v1.0 38 GCF_000286535.1_gacin11v1.0 96.9131 2 5 4 2 2

27 GCF_000222265.1_ASM22226v2 57 GCF_000301315.1_ASM30131v1 91.4534 8

27 GCF_000222265.1_ASM22226v2 80 GCF_000301955.1_ASM30195v1 90.1434 8

34 GCF_000278625.1_AcbauOIFC137v1.0 35 GCF_000278645.1_AcbauOIFC109v1.0 97.257 9 6 5 4 3 1

39 GCF_000286615.1_gacin07v1.0 63 GCF_000301435.1_ASM30143v1 92.9202 2 2

39 GCF_000286615.1_gacin07v1.0 84 GCF_000302035.1_ASM30203v1 91.3982 2

44 GCF_000297595.1_gacin26v1.0 97 GCF_000304655.1_gacin18v1.0 95.2539 10 7 6 3

44 GCF_000297595.1_gacin26v1.0 99 GCF_000304695.1_gacin17v1.0 97.2446 10 7 6 3 4 2

45 GCF_000297915.1_Acin_baum_Ab11111_V1 61 GCF_000301395.1_ASM30139v1 95.4868 11 8 7 5

45 GCF_000297915.1_Acin_baum_Ab11111_V1 83 GCF_000302015.1_ASM30201v1 94.7714 11 8 7

47 GCF_000299655.1_ASM29965v1 49 GCF_000299675.1_ASM29967v1 98.1752 11 9 8 6 5 3 1

47 GCF_000299655.1_ASM29965v1 70 GCF_000301575.1_ASM30157v1 90.0506 11

49 GCF_000299675.1_ASM29967v1 70 GCF_000301575.1_ASM30157v1 90.0062 11

51 GCF_000301195.1_ASM30119v1 81 GCF_000301975.1_ASM30197v1 92.4556 12 10

51 GCF_000301195.1_ASM30119v1 82 GCF_000301995.1_ASM30199v1 90.0407 12

51 GCF_000301195.1_ASM30119v1 89 GCF_000302155.1_ASM30215v1 94.6011 12 10 9

52 GCF_000301215.1_ASM30121v1 60 GCF_000301375.1_ASM30137v1 96.2701 13 11 10 7 6

53 GCF_000301235.1_ASM30123v1 54 GCF_000301255.1_ASM30125v1 97.5051 14 12 11 8 7 4

55 GCF_000301275.1_ASM30127v1 70 GCF_000301575.1_ASM30157v1 92.9593 11 13

55 GCF_000301275.1_ASM30127v1 71 GCF_000301595.1_ASM30159v1 92.3158 11 13

55 GCF_000301275.1_ASM30127v1 72 GCF_000301615.1_ASM30161v1 94.0162 11 13 12

55 GCF_000301275.1_ASM30127v1 91 GCF_000302195.1_ASM30219v1 95.8939 11 13 12 9

55 GCF_000301275.1_ASM30127v1 92 GCF_000302215.1_ASM30221v1 94.0416 11 13 12

56 GCF_000301295.1_ASM30129v1 77 GCF_000301895.1_ASM30189v1 98.3972 15 14 13 10 8 5 2

56 GCF_000301295.1_ASM30129v1 93 GCF_000302235.1_ASM30223v1 97.9522 15 14 13 10 8 5

Ensamblado 1 Ensamblado 2 Grupos
% de 

Similitud



 

 

 

Id en BD Identificador RefSeq Id en BD Identificador RefSeq >=90 >=92 >=94 >=95 >=96 >=97 >=98

57 GCF_000301315.1_ASM30131v1 80 GCF_000301955.1_ASM30195v1 96.445 8 15 14 11 9

59 GCF_000301355.1_ASM30135v1 79 GCF_000301935.1_ASM30193v1 98.1866 16 16 15 12 10 6 3

61 GCF_000301395.1_ASM30139v1 71 GCF_000301595.1_ASM30159v1 90.0558 11

61 GCF_000301395.1_ASM30139v1 83 GCF_000302015.1_ASM30201v1 96.7262 11 8 7 5 11

61 GCF_000301395.1_ASM30139v1 91 GCF_000302195.1_ASM30219v1 90.3385 11

62 GCF_000301415.1_ASM30141v1 82 GCF_000301995.1_ASM30199v1 91.3744 12

63 GCF_000301435.1_ASM30143v1 84 GCF_000302035.1_ASM30203v1 95.9094 2 2 16 13

64 GCF_000301455.1_ASM30145v1 65 GCF_000301475.1_ASM30147v1 97.1848 11 16 17 14 12 7

64 GCF_000301455.1_ASM30145v1 71 GCF_000301595.1_ASM30159v1 91.1037 11

64 GCF_000301455.1_ASM30145v1 73 GCF_000301655.1_ASM30165v1 91.9682 11

65 GCF_000301475.1_ASM30147v1 71 GCF_000301595.1_ASM30159v1 91.0554 11

65 GCF_000301475.1_ASM30147v1 73 GCF_000301655.1_ASM30165v1 91.5786 11

67 GCF_000301515.1_ASM30151v1 68 GCF_000301535.1_ASM30153v1 93.9496 17 17

67 GCF_000301515.1_ASM30151v1 69 GCF_000301555.1_ASM30155v1 97.8705 17 17 18 15 13 8

67 GCF_000301515.1_ASM30151v1 90 GCF_000302175.1_ASM30217v1 92.0384 17 17

68 GCF_000301535.1_ASM30153v1 69 GCF_000301555.1_ASM30155v1 94.0802 17 17 18

68 GCF_000301535.1_ASM30153v1 90 GCF_000302175.1_ASM30217v1 91.107 17

69 GCF_000301555.1_ASM30155v1 90 GCF_000302175.1_ASM30217v1 92.2681 17 17

70 GCF_000301575.1_ASM30157v1 71 GCF_000301595.1_ASM30159v1 91.0103 11

70 GCF_000301575.1_ASM30157v1 72 GCF_000301615.1_ASM30161v1 91.7891 11

70 GCF_000301575.1_ASM30157v1 91 GCF_000302195.1_ASM30219v1 94.4851 11 13 12

70 GCF_000301575.1_ASM30157v1 92 GCF_000302215.1_ASM30221v1 92.0999 11 13

71 GCF_000301595.1_ASM30159v1 72 GCF_000301615.1_ASM30161v1 94.3151 11 13 12

71 GCF_000301595.1_ASM30159v1 91 GCF_000302195.1_ASM30219v1 94.7601 11 13 12

71 GCF_000301595.1_ASM30159v1 92 GCF_000302215.1_ASM30221v1 94.1423 11 13 12

72 GCF_000301615.1_ASM30161v1 91 GCF_000302195.1_ASM30219v1 96.0703 11 13 12 9 14

72 GCF_000301615.1_ASM30161v1 92 GCF_000302215.1_ASM30221v1 97.1099 11 13 12 9 14 9

77 GCF_000301895.1_ASM30189v1 93 GCF_000302235.1_ASM30223v1 97.8242 15 14 13 10 8 5

81 GCF_000301975.1_ASM30197v1 89 GCF_000302155.1_ASM30215v1 92.6139 12 10

82 GCF_000301995.1_ASM30199v1 89 GCF_000302155.1_ASM30215v1 91.2759 12

91 GCF_000302195.1_ASM30219v1 92 GCF_000302215.1_ASM30221v1 95.9476 11 13 12 9

97 GCF_000304655.1_gacin18v1.0 99 GCF_000304695.1_gacin17v1.0 95.3528 10 7 6 3

Ensamblado 1 Ensamblado 2
% de 

Similitud

Grupos



 

K. Anexo: Diagrama de flujo general 
para la obtención de matriz de 
entrenamiento 
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