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PREFACIO

En el campo de la medicina actual, el diagnodstico ha experimentado una
revolucion sin precedentes gracias al avance de las ciencias dmicas y de la
metagendmica. En este contexto, el presente libro titulado Aplicaciones de las
ciencias omicas en el diagnostico clinico y la metagenomica, emerge como una
guia imprescindible para comprender y aplicar estas innovadoras herramientas
en el campo del diagnoéstico clinico y microbioldgico.

Dividido en dos partes fundamentales, este libro aborda, en primer lugar, las
aplicaciones de las ciencias 6micas en el diagnostico, explorando detalladamente
la gendmica, la transcriptomica, la protedmica y la metabolémica. A través de un
analisis exhaustivo, se desglosan las aplicaciones en diagnostico de enfermedades
genéticas, infecciosas y cronicas.

En la segunda parte, el enfoque se dirige hacia la metagendmica, una disciplina
que ha transformado radicalmente el entendimiento de los microbiomas y su
impacto en la salud humana y ambiental. Desde sus fundamentos hasta sus
aplicaciones mas avanzadas, este libro ofrece una panoramica completa de la
metagenomica y su papel en el diagnostico clinico microbiologico, destacando su
relevancia en la identificacion de microorganismos, la resistencia antimicrobiana
y el andlisis de microbiomas.

Esta obra constituye una herramienta para estudiantes, investigadores y
profesionales de la salud interesados en profundizar sus conocimientos sobre
las ciencias dmicas y la metagenémica aplicada al diagnoéstico clinico. Con una
solida base y ejemplos teoricos, este libro proporciona las herramientas necesarias
para abordar los desafios diagnosticos mas complejos de este siglo.

El libro aborda temas de interés y esta actualizado con literatura cientifica de
vanguardia. Por ello, se espera que sea recibido con entusiasmo por la comunidad
académica y profesional y que contribuya significativamente al avance de la
medicina diagnostica en beneficio de la salud y el bienestar de la humanidad.
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CAPITULO 1. APLICACIONES DE LAS CIENCIAS OMICAS EN
EL DIAGNOSTICO

1. INTRODUCCION

Las enfermedades humanas presentan una complejidad significativa y podrian
beneficiarse de un enfoque de diagnéstico mas exhaustivo que el actualmente
empleado. El término diagndstico se refiere a la identificacion y determinacion
de la naturaleza o causa de una enfermedad, trastorno, problema o situacion
especifica, este proceso implica la evaluacion meticulosa, el anlisis detallado y
la recopilacion precisa de datos relevantes (VOGESER y BENDT, 2023).

En el ambito médico y en diversas disciplinas de la salud, el diagnostico
implica la identificacion de una enfermedad o condicion médica en un paciente,
basandose en una cuidadosa consideracion de los sintomas presentados, los
examenes clinicos, las pruebas médicas y las observaciones clinicas realizadas.
El progreso notable en diversas tecnologias relacionadas con las ciencias 6micas
ha respaldado este proceso facilitando la determinacion precisa de la causa,
naturaleza o estado de diversas enfermedades, a través del analisis minucioso
de los datos proporcionados por las tecnologias dmicas.

En el ambito de la investigacion biologica, el concepto de omica se concibid
con el propdsito de caracterizar y cuantificar de manera exhaustiva una amplia
gama de moléculas biologicas presentes en muestras complejas. Este enfoque
abarca, entre otras, diversas disciplinas como la gendmica, que se centra en el
estudio del ADN; la transcriptomica, que se ocupa del ARN; la protedmica, que
se dedica al andlisis de las proteinas; la metabolomica, que investiga las moléculas
de bajo peso molecular; la epigendmica, que se enfoca en las modificaciones del
ADN; la glucoémica, que analiza los glucanos y la lipidomica, que se encarga de
las moléculas anfifilicas (VOGESER y BENDT, 2023).

Desde la perspectiva del diagnostico clinico, la identificacion de diversas
subomicas no tiene un proposito especifico, en otras palabras, se presupone
que la informacion proveniente de varias areas bioquimicas puede proporcionar
un valor diagnostico integral, superando las limitaciones de los biomarcadores
individuales. Por tanto, en la actualidad se hace referencia al analisis multiomico
(JEHAN et al., 2020). Este enfoque implica la integracion de datos provenientes
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de diferentes disciplinas dmicas, lo que amplia las posibilidades de mejorar el
diagnostico, la comprension, la prevencion y el tratamiento de enfermedades.
Ademas, los resultados obtenidos a través de los analisis multiomicos tienen el
potencial de trascender el &mbito clinico, permitiendo avances significativos
en campos como la biotecnologia, la agricultura, las ciencias ambientales y la
remediacion (ASHENDEN et al., 2024).

Ademas de su relevancia en el diagnoéstico clinico, estas herramientas
han posibilitado el progreso en areas de investigacion como las mencionadas
anteriormente, asimismo, han contribuido significativamente a la comprension de
diversos temas en evolucion y de los sistemas ecologicos (GREAVES et al., 2019).
Esta capacidad para abordar una amplia gama de disciplinas subraya el potencial
transformador del analisis multiomico en el diagnéstico y en la investigacion
cientifica contemporanea (ASHENDEN et al., 2024).

Asi pues, las ciencias 6micas han transformado el campo del diagndstico
clinico. En este sentido, el presente capitulo tiene como objetivo presentar diversos
progresos de las dmicas en el diagndstico, al igual que sus avances en otras areas
como la industria y la biotecnologia.

2. DIAGNOSTICO CLINICO Y OMICAS

En las ultimas décadas, se ha optado por diversos enfoques en varios conjuntos
de estudios para investigar la relacion entre la fisiologia y la fisiopatologia
funcional, y cobmo estas contribuyen al diagndstico de enfermedades (VOGESER y
BEeNDT, 2023). En el campo del diagndstico clinico, las tecnologias émicas tienen
el potencial de ser especialmente utiles en dos areas clave: por un lado, esta el
descubrimiento de biomarcadores, aqui se implica la identificacion de analitos
como marcadores individuales, los cuales posteriormente pueden ser utilizados
para diagnoésticos, de manera similar a los analisis clasicos que se realizan en
la actualidad mediante técnicas de laboratorio convencionales. Por otro lado,
la lectura de firmas 6micas complejas presenta las dimensiones superiores de
las muestras diagnosticas analizadas que se logran principalmente mediante
datos obtenidos por tecnologias dmicas. Estas, en combinacion con enfoques
bioinformaticos y biomatematicos que involucran reconocimiento de patrones e
inteligencia artificial, permiten una clasificacion del diagndstico de manera mas
precisa y acertada.

Para varios investigadores, la premisa fundamental detras de los métodos
Omicos para el diagndstico radica en la posibilidad de diagnosticar enfermedades
complejas influenciadas por multiples genes, con mayor precision al identificar
estas firmas omicas (VOGESER y BENDT, 2023), lo que contrasta con los métodos
de diagnostico actuales, que se fundamentan en un solo marcador unidimensional.



CAPITULO 1. APLICACIONES DE LAS CIENCIAS OMICAS EN EL DIAGNOSTICO 23

Los andlisis multiomicos facilitan el desarrollo de la medicina de precision
y la atencion médica individualizada al fortalecer los diagnosticos clinicos. La
figura 1 presenta los principales enfoques 6micos disponibles en el diagnostico,
junto con una breve descripcion de su aplicacion, algunas de las tecnologias
disponibles y el tipo de datos generados (CHETTY y BLEKHMAN, 2024).

Figura 1. Enfoques utilizados por las ciencias omicas en el diagnostico
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Nota. La figura presenta un esquema de tecnologias 6micas y sus aplicaciones en
el diagnostico. Incluye areas como la protedémica, la genoémica, la transcriptomica y
la metabolomica, mostrando la interconexion entre diferentes métodos y enfoques en
el analisis molecular. Ademas, se visualiza como estas tecnologias se despliegan en
distintos niveles y tipos de analisis para aplicaciones biomédicas.

El rapido crecimiento de las pruebas dmicas ha generado volimenes masivos
de datos, por lo cual los profesionales de la salud necesitan una formacion solida
en estadistica e interpretacion para manejar esta avalancha de informacion,
conocimiento que resulta crucial para comprender la amplitud y los resultados
de la investigacion 6mica, e integrar estos datos en diagnosticos, tratamientos y
estudios sobre las causas de las enfermedades a partir de anélisis multibmicos
(ASHENDEN et al., 2024). Establecer nuevos modelos de colaboracion entre
académicos, hospitales y empresas de diagndstico in vitro es esencial para
certificar la calidad y estandarizacion de las pruebas clinicas (GREAVES et al.,
2019). La figura 2 ilustra como las ciencias 6micas se integran para el diagndstico,
prondstico y tratamiento de una variedad de enfermedades en humanos.
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Figura 2. Enfoque integrador de las ciencias omicas en el diagnostico, pronostico y
terapéutica de las enfermedades en humanos
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Nota. La figura ilustra un diagnodstico integrado usando tecnologias émicas y
aprendizaje automatico para analizar mutaciones, biomarcadores, redes de sefializacion
y desarrollar terapias.

Estudios recientes sefialan que, en el futuro, el diagndstico clinico se centrara
en el paciente. Debido a la creciente actividad e informacion que reciben los
pacientes gracias a los avances tecnologicos, es fundamental anticipar y reconocer
de forma rapida las tecnologias emergentes, a pesar de los desafios que esto
pueda conllevar, estas tecnologias innovadoras y su capacidad para transformar
son esenciales para la evolucion del diagnostico en el laboratorio (GREAVES et
al., 2019).

En el dmbito clinico, la informacién genética es fundamental para un
diagnostico preciso y, en muchas ocasiones, puede resultar crucial para el manejo
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clinico y el asesoramiento genético, tanto de los pacientes como de sus familias.
De este modo, desde la genémica hasta la metabolémica proporcionan datos
valiosos en el diagnostico clinico (KRIER et al., 2016; PETERSEN et al., 2017).

2.1. DEL DOGMA CENTRAL A LAS OMICAS

El dogma central de la biologia, esencial para comprender la genética
molecular, ha experimentado una redefinicion y expansion significativas con la
llegada de las tecnologias dmicas. Los datos recopilados en estos andlisis han
provocado una avalancha de descubrimientos, develando numerosas vias y redes
en la biologia celular y molecular que previamente permanecian sin explorar,
los datos multiomicos son vitales para mejorar los diagnosticos, proporcionando
una comprension mas profunda y completa de los procesos biologicos (CHETTY
y BLEKHMAN, 2024).

El diagnostico clinico ha experimentado avances significativos gracias
al constante crecimiento en la comprension del genoma humano y al
estudio detallado del metabolismo (GREAVES et al., 2019). Estos dos campos
interconectados proporcionan una riqueza de informacion que no solo amplia la
comprension de las enfermedades y sus causas subyacentes, sino que también
capacita al personal clinico para desarrollar tratamientos personalizados y
altamente efectivos para los pacientes.

Mientras que los genes y las proteinas estan sujetos a procesos epigenéticos
reguladores y modificaciones postraduccionales, los metabolitos son productos
bioquimicos finales que se encuentran mas cerca del fenotipo. Las alteraciones
en un solo gen o proteina pueden desencadenar una cascada de cambios en los
metabolitos, que pueden aumentar o disminuir, y algunos pueden permanecer
inalterados (figura 3). La metabolomica no dirigida tiene como objetivo perfilar
de manera integral y sin sesgos los metabolitos para identificar cambios que se
correlacionen con la funcion o el fenotipo celular (GREAVES et al., 2019). A través
de un metanalisis, es posible identificar alteraciones metabolicas compartidas
entre multiples modelos animales o diferentes modificaciones genéticas.
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Figura 3. Dogma central y diversidad omica
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Nota. Lafigura muestra el flujo de informacion desde la gendmica, transcriptémica,
protedmica y metabolomica hacia la comprension del fenotipo, ilustrando como las
vias de sefializacion integran informacion molecular para determinar caracteristicas
fenotipicas. Las proteinas y los genes estan sujetos a regulacion, mientras que los
metabolitos son productos finales mas cercanos al fenotipo. Variaciones en genes o
proteinas pueden desencadenar cambios en los metabolitos, representados en rojo y
gris. Tomada y modifica de (GREAVES et al., 2019).

En el siguiente apartado se abordaran las principales ciencias 6micas y se
destacaran algunos conceptos importantes en su aplicacion en el diagndstico
clinico de enfermedades genéticas e infecciosas. Se mostraran ejemplos de
como estas disciplinas han contribuido a una comprension mas profunda de las
enfermedades y han mejorado significativamente la precision y personalizacion
de los tratamientos médicos, fortaleciendo asi la medicina de precision.

3. LA GENOMICA EN DIAGNOSTICO CLIiNICO

La genomica representa la exploracion mas profunda y completa de los genes
de un organismo, incluyendo su secuencia, estructura y funcion (Organizacion
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Mundial de la Salud [OMS], 2020). Esta disciplina ha desempefiado un rol
esencial en la investigacion cientifica y ha transformado radicalmente el panorama
del diagnostico clinico, ofreciendo alternativas para el tratamiento de diversas
enfermedades (VUAY et al., 2016). De esta manera, la genémica, como una ciencia
omica, ha permitido a los profesionales de la salud adentrarse en la biologia
humana y ha redefinido la forma en que se comprenden y abordan principalmente
las enfermedades genéticas (KARCZEWSKI y SNYDER, 2018).

La genomica ha experimentado avances significativos en el ambito del
diagndstico clinico, se trata de una ciencia 6mica que emplea metodologias
genéticas y técnicas de biologia molecular para el mapeo y secuenciacion del
ADN en grupos especificos de genes o en el conjunto completo de genes de
organismos seleccionados. Ademas, implica la organizacion de estos resultados
en bases de datos y su posterior aplicacion en diversas areas del conocimiento
(GREAVES et al., 2019).

Los avances tecnoldgicos, especialmente los nuevos sistemas de secuenciacion
han facilitado una variedad de proyectos de investigacion que estan proporcionando
conocimientos para el diagnostico de enfermedades. Mas alla de 1a secuencia del
ADN en si, se han desarrollado ensayos para identificar modificaciones de los
nucledtidos, analizar el estado de la cromatina, estudiar la organizacion nuclear
y comprender la dindmica de estas caracteristicas. Todo esto tiene como objetivo
desarrollar plataformas que permitan un diagnodstico cada vez mas preciso, lo
que posibilita la utilizacion de informacion gendmica integral en numerosas
aplicaciones de investigacion y atencion médica individual (GREAVES et al., 2019).

En la investigacion gendmica, la secuenciacion de nueva generacion (NGS)
se ha establecido como una herramienta poderosa, la NGS tiene la capacidad de
secuenciar simultdneamente millones de fragmentos de ADN, lo que proporciona
informacion detallada sobre la estructura del genoma, las variaciones genéticas,
la actividad genética y los cambios en el comportamiento de los genes. Esta
tecnologia se ha convertido en un recurso fundamental para investigadores de
diversas disciplinas, desde la biologia basica hasta el diagnostico clinico (SATAM et
al.,2023). Han surgido numerosos avances en las técnicas de NGS que respaldan
el diagnostico, los cuales se presentan de manera resumida en la figura 4.
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Figura 4. Algunas técnicas y plataformas de NGS utilizadas en los diagnosticos
genomicos
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Nota. Se muestra el proceso de secuenciacion genética desde la extraccion de ADN
o ARN, seguida de la fragmentacion y preparacion mediante PCR, hasta el analisis
de datos obtenidos tras la secuenciacion. Se representan las etapas de alineamiento o
ensamblaje y el flujo hacia diversas aplicaciones y analisis.

Los avances en NGS también han sido fundamentales para identificar variantes
que causan enfermedades, descubrir nuevos objetivos farmacologicos y arrojar luz
sobre fendmenos bioldgicos complejos, como la heterogeneidad de los tumores
y los procesos de desarrollo en otras patologias: las enfermedades autoinmunes
y el cancer, por mencionar algunas (SATAM et al.,2023).

Las técnicas de secuenciacion del genoma completo (WGS, por sus siglas
en inglés, Whole Genome Sequencing), la secuenciacion del exoma (WES, por
sus siglas en inglés, Whole Exome Sequencing) y la secuenciacion dirigida son
herramientas poderosas que permiten la identificacion precisa de mutaciones
y variantes genéticas especificas que pueden desempefiar un rol esencial en el
desarrollo de enfermedades (COSTAIN et al., 2021). Estas técnicas de secuenciacion
brindan la capacidad de explorar minuciosamente el material genético de un
individuo, facilitando la deteccion de alteraciones genéticas asociadas con diversas
condiciones médicas. Comprender estas mutaciones y variantes es esencial para el
diagnostico, la prediccion de riesgos y el desarrollo de terapias personalizadas, lo
que transforma la manera en que se abordan y tratan las enfermedades genéticas.
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3.1 SECUENCIACION DEL GENOMA COMPLETO (WGS)

La secuenciacion por WGS abarca todos los genes, las regiones reguladoras y
los elementos no codificantes del genoma de una persona, ofreciendo un modelo
detallado de su composicion genética. Su aplicacion principal radica en descubrir
regiones del genoma previamente no identificadas y se utiliza en investigaciones
tanto en animales, plantas y en humanos. En el ambito humano, se emplea para el
diagnostico del cancer, enfermedades genéticas raras y en pacientes con sintomas
de enfermedades complejas, asi como en estudios de genética de poblaciones.
Ademas, se utiliza extensamente en el ensamblaje de genomas novedosos de
organismos, tanto eucariotas como procariotas (COSTAIN et al.,2021).

El WGS permite identificar variaciones genéticas que van desde polimorfismos
de un solo nucledtido (SNP) hasta cambios estructurales mas significativos, como
inserciones, deleciones y reordenamientos, al secuenciar todo el genoma de un
organismo. La abundante informacion obtenida mediante el WGS tiene numerosas
aplicaciones en diversas areas (COSTAIN et al., 2021). Dependiendo del tamaiio
del genoma, el WGS utiliza la secuenciacion de genoma completo grande, que
descifra genomas de mas de 5 Mb, como los de los eucariotas o la secuenciacion
de genoma completo pequenio, que generalmente descifra genomas de menos
de 5 Mb, como los de los procariotas (Satam et al., 2023). Cada una de estas
técnicas implica la construccion de una biblioteca gendmica y una amplificacion
especifica del ADN antes de la secuenciacion, como se mostré en la figura 4.

En el diagnostico clinico, se prefiere la secuenciacion de lectura corta para la
identificacion de mutaciones, mientras que en los ensamblajes de genomas, se opta
por la secuenciacion de lectura larga. En la secuenciacion de genomas novedosos,
la combinacion de secuenciacion de lectura corta y larga se ha utilizado con
¢éxito para lograr un ensamblaje gendmico preciso sin depender de una secuencia
de referencia (CoSTAIN et al., 2021). Este enfoque interdisciplinario en la
secuenciacion del exoma nos brinda una vision profunda de las complejidades
genéticas, ofreciendo un terreno fértil para la exploracion cientifica y el avance
en la medicina genomica.

3.2. ESTUDIOS DE ASOCIACION DEL GENOMA COMPLETO (GWAS)

Son investigaciones genéticas que analizan las variaciones en todo el genoma
de un gran numero de individuos para identificar variantes genéticas asociadas
con enfermedades o rasgos especificos. En un GWAS, los investigadores analizan
miles o incluso millones de marcadores genéticos en el genoma de personas
afectadas por una enfermedad y personas sanas para identificar diferencias
significativas en la frecuencia de alelos especificos (variantes genéticas). Estos
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estudios han sido fundamentales para identificar variantes genéticas asociadas
con diversas enfermedades complejas, como enfermedades cardiacas, diabetes
tipo 2, enfermedades autoinmunes y trastornos neuropsiquiatricos.

La metodologia ofrece la posibilidad de complementar los anélisis de
secuenciacion del genoma, utilizados para identificar variantes patogénicas.
Al hacerlo, supera algunas de las restricciones de dichos estudios y mejora la
probabilidad de realizar diagnosticos precisos en pacientes (COSTAIN et al., 2021).
Los GWAS han ampliado la comprension sobre la base genética de muchas
enfermedades y han proporcionado informacion importante para la indagacion
biomédica y el progreso de terapias personalizadas.

3.3. SECUENCIACION DEL EXOMA (WES)

El exoma se ha definido tradicionalmente como la secuencia, incluye los exones
de los genes codificantes de proteinas en el genoma, abarcando aproximadamente
entre el 1 % y el 2 % del genoma, dependiendo de la especie. También puede
ampliarse para incluir elementos codificantes no proteicos funcionales, como
microARN y ARN no codificante intergénico largo, entre otros, asi como /oci
candidatos especificos (COSTAIN et al., 2021).

El exoma contiene la totalidad de las variantes conocidas que causan
enfermedades. Las variaciones genéticas dentro de los genes codificadores
de proteinas, como las variantes de un solo nucledtido (SNV), inserciones,
eliminaciones y variaciones del nimero de copias (CNV), pueden encontrarse
mediante la secuenciacion del exoma a través de la WES. Esta técnica es una
alternativa economica a la secuenciacion del genoma completo (WGS) y se utiliza
para identificar variantes en genética poblacional, cancer y enfermedades clinicas
raras (RABBANI y MAHDIEH, 2014).

La WES es un método de secuenciacion que se enfoca en capturar y secuenciar
los exomas, que son las regiones codificantes de proteinas del genoma. Existen
dos categorias principales de tecnologia para capturar el exoma: la basada en
soluciones y la basada en matrices (WARR et al., 2015). La WES enriquece
las regiones exonicas mediante la captura hibrida o técnicas de amplificacion
especificas del objetivo, seguidas de una secuenciacion de alto rendimiento. Los
ensayos de captura de exoma de NimbleGen, Agilent, [llumina, Twist e IDT son
compatibles con la plataforma NGS de Illumina (WARR et al., 2015; SATAM et
al., 2023). Dado que la WES es una parte de la WGS, el método bioinforméatico
utilizado para analizar los datos es el mismo (figura 5).
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Figura 5. Empresas que ofrecen tecnologias de captura de exoma para WES que
son compatibles con llumina

Tecnologia de secuenciacién de proxima generacion
@ (NGS) para la captura y secuenciacion de exomas (WES)
Ry 2 — y la identificacion de variantes genencasy mutaciones.
Investigacién Diagnéstico . Esta ia es utilizada en i
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&2 NimbleGen relacionados con la gendmica.
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Exoma 23.000 genes pruebas de desintegracion y la secuenciacién de ADN.
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y la edicién del genoma

Nota. Se compara la secuenciacion de genoma completo (WGS) y de exoma (WES)
en investigacion y diagnostico, mostrando herramientas como paneles de genes para
identificar variantes genéticas. Incluye tecnologias de empresas como Roche, Agilent,
Twist Exome y IDT, destacando sus aplicaciones en la deteccion de variantes y
mutaciones para investigaciones y diagnosticos genémicos.

Es importante destacar que el analisis bioinformatico de los datos de
WES, siendo parte integral de la WGS, sigue siendo crucial para entender
completamente el significado de estas variaciones (SATAM et al., 2023). Este
enfoque interdisciplinario en la secuenciacion del exoma nos brinda una vision
profunda de las complejidades genéticas, ofreciendo un terreno fértil para la
exploracion cientifica y el avance en la medicina genomica.

34. SECUENCIACION DIRIGIDA

La secuenciacion dirigida, como su nombre indica, tiene un alcance de
exploracion menor que la WGS o la WES, ya que se enfoca en regiones
especificas del genoma, sin embargo, esta técnica es capaz de detectar una
variedad de variaciones genéticas, desde SNV hasta pequefias deleciones,
duplicaciones, inserciones o reordenamientos en genes relacionados con fenotipos
de enfermedades (SATAM et al., 2023).

Las ventajas de la secuenciacion dirigida incluyen su rentabilidad y la generacion
de datos mas manejables para los médicos, lo que facilita la toma de decisiones
clinicas basadas en informacion especifica sobre la enfermedad. Ademas, este
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enfoque puede proporcionar una cobertura mucho mas profunda, alcanzando
hasta 5.000 veces, lo que permite la deteccion de alelos genéticamente raros y
clones mutantes poco comunes que pueden surgir debido a la heterogeneidad
tumoral o a la evolucion de la enfermedad en el cancer (AKDEMIR ef al., 2020).
Este enfoque en genes especificos ofrece la posibilidad de identificar de manera
mas precisa las alteraciones genéticas relacionadas con una enfermedad, lo que
puede ser de gran utilidad en el diagnéstico y tratamiento médico.

Los proyectos de WGS y WES realizados a gran escala en poblaciones suelen
dar lugar a la identificacion de genes candidatos o a la disponibilidad de paneles
especificos que son accesibles comercialmente (figura 5). Tanto las variantes
de linea germinal como las variantes somaticas pueden ser evaluadas mediante
el uso de paneles de NGS especificos (AKDEMIR et al., 2020). Estos paneles
especificos se enriquecen selectivamente mediante la amplificacion utilizando
grupos de cebadores oligonucleotidicos especificos de una region particular del
genoma (AKDEMIR et al., 2020). Las bibliotecas generadas son luego secuenciadas
y sometidas a andlisis bioinformatico para identificar y caracterizar las variantes
genéticas de interés.

Este enfoque de paneles especificos permite un analisis mas dirigido y
eficiente de las variantes genéticas de interés, lo que es especialmente util
en la investigacion gendmica y en la deteccion de variantes relacionadas con
enfermedades especificas para su diagndstico.

3.5. GENOMICA EN EL DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES GENETICAS

La genomica se ha convertido en una herramienta invaluable en la
identificacion de las causas subyacentes de las enfermedades genéticas, lo que
ha abierto nuevas perspectivas para el diagndstico, la prevencion y el tratamiento
de estas afecciones. En este apartado presentaremos algunos ejemplos de como
la gendmica estd revolucionando nuestro enfoque en el diagnostico de las
enfermedades genéticas y como esta revolucion esta abriendo puertas hacia un
futuro mas prometedor en la medicina personalizada y la salud humana.

3.5.1. ENFERMEDADES HEREDITARIAS

Las técnicas de secuenciacion WGS, WES vy la secuenciacion dirigida son
tecnologias que ha permitido descifrar la informaciéon genética contenida
en el ADN de un individuo (KRIER et al., 2016; PETERSEN et al., 2017). Esta
informacion genética es crucial porque influye directamente en la predisposicion
a enfermedades hereditarias, que son una afeccion médica causada por una
alteracion o mutacion en los genes de una persona que se transmite de una
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generacion a otra a través de la herencia (CLAUSSNITZER et al., 2020), estas
enfermedades son el resultado de cambios en la secuencia de ADN que afectan
la funcién normal de uno o varios genes (JACKSON et al., 2018).

Existen diferentes tipos de enfermedades hereditarias, y pueden manifestarse
de diversas maneras, desde enfermedades raras y graves hasta trastornos mas
comunes y menos graves. Las enfermedades hereditarias pueden ser autosdmicas
dominantes, autosdmicas recesivas, ligadas al sexo o tener otros patrones de
herencia, lo que significa que la forma en que se transmiten de una generacion
a otra puede variar (JACKSON et al., 2018). A través de estas técnicas, es posible
identificar mutaciones genéticas que pueden aumentar el riesgo de enfermedades
hereditarias transmitidas de generacion en generacion o incluso de aquellas que
pueden surgir debido a mutaciones espontaneas en el ADN en la tabla 1 se
presentan ejemplos de algunas de estas mutaciones.

Tabla 1. Diagnostico de mutaciones especificas identificadas en enfermedades
hereditarias a partir de las técnicas de secuenciacion

Enfermedad Gen Mutacion Causante Referencia

Fibrosis quistica CFTR Diversas mutaciones gagfl)])az_VALDEZ etal,
. Expansion triplete (DONALDSON ef al.,

Enfermedad de Huntington HTT CAG 2021)

anemia de células falel- g Mutacién HbS (ADEKILE ef al., 2021)

ormes

Distrofia muscular de Du- . (VENUGOPAL Yy

chenne DMD Mutaciones puntuales PAVLAKIS, 2023)

Sindrome de Marfan FBNI1 Mutaciones puntuales (MUNOZ SANDOVAL et

al.,2014)
Fenilcetonuria PAH Diversas mutaciones EISZLZP;AWARY et al.,

Por otro lado, la identificacién de variantes genéticas asociadas con enfer-
medades hereditarias es de suma importancia para la salud de un individuo y su
familia, debido a que estas variantes pueden aumentar el riesgo de desarrollar
enfermedades (MARIAN, 2020). Es relevante destacar que las variantes genéticas
de riesgo no garantizan que una persona desarrolle la enfermedad, pero si pueden
incrementar la susceptibilidad (Momozawa y Mizuk ami, 2021), ademas, la pre-
disposicion a enfermedades es un proceso multifactorial que puede depender de
la interaccion entre multiples genes y factores ambientales (BOOKSHELVES, 2021).
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La WGS ofrece informacion valiosa que contribuye a comprender mejor el
riesgo genético y a tomar medidas preventivas apropiadas (KRIER et al., 2016).
Cuando se detectan estas variantes, los médicos y consejeros genéticos pueden
brindar asesoramiento personalizado acerca de las medidas preventivas y el
manejo de riesgos especificos para cada paciente (KRIER ef al., 2016; MARIAN,
2020). La tabla 2 presenta una lista de algunas enfermedades hereditarias y las
variantes genéticas de riesgo asociadas que se pueden detectar mediante estas
técnicas de secuenciacion.

Tabla 2. Enfermedades hereditarias y variantes genéticas de riesgo detectables
mediante WGS

Enfermedad Variante Genética de Riesgo Referencia
Cancer de mama BRCAI1, BRCA2 (DE TALHOUE et al., 2020)
Enfermedad de Alzheimer  APOE &4 (PARK et al., 2021)

(FLOREZ et al., 2006;

Diabetes tipo 2 TCF7L2, HNF1A MivaCHI et al., 2022)
Cancer de colon APC (M1YAcHI et al., 2022)
Enfermedad cardiovascular APOB, PCSK9 (ARAGAM et al., 2022)
Esclerosis multiple HLA-DRBI1 (ALcINA et al., 2012)
Diabetes tipo 1 HLA-DQ (STICHT et al., 2021)
Lupus eritematoso sistémico HLA-DR (Ha et al., 2022)

3.5.2.  ENFERMEDADES RARAS

La gendmica también ha revolucionado la forma en que comprendemos
y abordamos las enfermedades raras, asi como la deteccion de variantes
genéticas patogénicas y la identificacion de portadores. Las enfermedades
raras son trastornos genéticos que afectan a un niamero limitado de personas
en la poblacion, y a menudo son dificiles de diagnosticar y tratar debido a su
rareza y complejidad. La genomica, en particular la NGS ha proporcionado una
herramienta esencial para el diagndstico de estas enfermedades (GONZAGA-
JAUREGUI y ZEPEDA MENDOZA, 2021).

Muchas enfermedades raras son recesivas, lo que significa que una persona
solo desarrolla la enfermedad si hereda mutaciones patogénicas de ambos
padres. Las pruebas genéticas permiten identificar a individuos portadores
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de una mutacion, lo que es relevante para las parejas que desean tener hijos.
La genomica brinda informacion crucial para tomar decisiones informadas
sobre la planificacion familiar y minimizar el riesgo de que los hijos hereden la
enfermedad (X140 y LAUSCHKE, 2021). A continuacion, se presenta un cuadro
(tabla 3) que ilustra ejemplos de enfermedades raras que se pueden identificar
mediante estas técnicas de secuenciacion. Estas enfermedades, debido a su
rareza y, a menudo complejidad diagnostica, han encontrado en la gendmica una
herramienta invaluable para un diagnostico preciso (RAMOS-FUENTES ef al., 2020).

Tabla 3. Enfermedades raras que pueden ser diagnosticadas mediante WGS

Enfermedad rara Genes asociados Referencias
Stndrome de Alport COLHAS, COLAAS €O (i asprman, 1993)
Sindrome de Rett MECP2 (LIYANAGE y RASTEGAR, 2014)
Fibrosis poliquistica renal PKDI1, PKD2 (LAKHIA et al., 2022)
Sindrome de Prader-Willi  SNRPN, MKRN3, S‘S;’L;‘Sg)“l" 2019; Mariani
Sindrome de Angelman UBE3A (GREER et al., 2010)
Atrofia muscular espinal ~ SMN1, SMN2 (CHEN et al., 2023)
Sindrome de Marfan FBNI (MuUNOZ SANDOVAL et al.,2014)
Sindrome de Ehlers-Danlos COLS5A1, COL1A1 (MIKLOVIC y SIEG, 2023)
Sindrome de Ondine PHOX2B (KwonN et al., 2011)
Sindrome de Cockayne ERCC6, ERCC8 (LAUGEL et al., 2010)

3.5.3.  ENFERMEDADES GENETICAS ADQUIRIDAS

Las enfermedades adquiridas de origen genético son afecciones médicas que
tienen una base genética, pero no son heredadas de los padres. En cambio, se
desarrollan a lo largo de la vida de un individuo debido a cambios genéticos que
ocurren después de la concepcion, generalmente como resultado de mutaciones
somaticas (IsHIDA et al., 2023). Estas enfermedades plantean desafios iinicos en
la investigacion, ya que a menudo muestran una heterogeneidad genética y clinica
compleja que surge de mecanismos genéticos desconocidos (Fu et al., 2023)

Las mutaciones somaticas son cambios en el ADN que se producen en las
c€lulas del cuerpo después de la etapa embrionaria y no se transmiten a la
descendencia. Estas mutaciones pueden afectar a una célula o a un grupo de
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células en un tejido especifico y, a medida que estas células se dividen y se
replican, las mutaciones pueden acumularse, lo que lleva al desarrollo de una
enfermedad adquirida de origen genético (ISHIDA ef al., 2023; MILES y TADI,
2023). Es importante destacar que estas enfermedades son el resultado de
mutaciones que ocurren en el transcurso de la vida de una persona debido a
diversos factores, como la exposicion a sustancias quimicas o ambientales, la
radiacion, el envejecimiento y otros procesos biologicos (tabla 4 ) (BENTON et

al., 2021),

Tabla 4. Enfermedades adquiridas de origen genético y sus factores asociados.

Grupo de Ejemplo.
Descripcion Enfermedad- Referencias
Enfermedades
genes
Cancer Las mutaciones somaticas Cancer de mama (AKDEMIR et al.,
en genes reguladores del Genes BRCAI1 2020; GODET y
crecimiento celular pueden BRCA2 GILKES, 2017)
llevar al desarrollo de
diversos tipos de cancer.
Enferr(riledades Tienen una base genética, Alzheimer (MILLER et al.,2022;
?aetﬂfra(; C8CNC"  pero no se heredan en el sen-  Gen APP Proukakis, 2020)

tido cléasico. Las mutaciones
somaticas pueden desempefiar
un papel en su desarrollo.

Trastornos he-
matologicos

Enfermedades como leuce-
mias pueden ser causadas por
mutaciones somaticas en las
células madre de la sangre.

Leucemia mieloide
aguda Gen FLT3

(Zuao et al.,2023;
Prrpa y ODERO,
2014)

Enfermedades
autoinmunita-
rias

Afecciones autoinmunitarias,
pueden estar influenciadas por
factores genéticos adquiridos
a lo largo del tiempo.

Artritis reumatoide
Gen PTPN22

(CARMONA y MAR-
TiN, 2018; Ramos
etal., 2015)

Enfermedades
metabolicas

La genética puede contribuir a
la predisposicion, pero factores
como la obesidad, la dieta poco
saludable y la falta de actividad
fisica son determinantes clave
en su desarrollo.

Diabetes tipo 2
Gen TCF7L2

(BARROSO ¥y
McCARTHY, 2019;
DEL BOSQUE-PLATA
etal.,2021)

Enfermedades
cardiovascula-
res

Mutaciones somaticas en ge-
nes relacionados con el me-
tabolismo del colesterol y la
inflamacion pueden predispo-
ner a enfermedades cardiacas.

Enfermedad
aterosclerosis
Gen PCSK9

(Gar et al., 2021;
HEMLICH y BICK,
2022)
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3.6. GENOMICA Y ENFERMEDADES INFECCIOSAS
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Uno de los principales beneficios de las técnicas de secuenciacion genémica
de agentes infecciosos es su capacidad para identificar de manera especifica y
rapida bacterias, hongos, virus y parasitos responsables de una infeccion. En
lugar de depender de cultivos tradicionales que pueden llevar dias o semanas,
la secuenciacion del genoma permite a los médicos y microbiologos analizar
directamente el material genético de las muestras clinicas, lo que acelera el
proceso de diagnostico (Ko et al., 2022). La tabla S revela algunos ejemplos
de agentes infecciosos que pueden ser identificados y diagnosticados mediante

secuenciacion del genoma.

Tabla 5. Agentes infecciosos de importancia clinica diagnosticados por
secuenciacion del genoma

Tipo de
Agente Ejemplos Referencia
Infeccioso

Escherichia coli (F. CHEN et al., 2021)
Staphylococcus aureus (RESLANE et al., 2021)

Bacterias Mycobacterium tuberculosis (MEEHAN et al., 2019)
Salmonella enteritidis (Hu et al., 2021)
Helicobacter pylori (MuRo0z-RAMIREZ ef al., 2017)
Pseudomonas aeruginosa (J.-W. CHEN et al., 2018)
Candida albicans (ODDs ef al., 2004)

Hongos Aspergillus fumigatus (BARBER et al., 2021)
Cryptococcus neoformans (WONGSUK et al., 2020)
Trichophyton rubrum (ZHENG et al., 2020)
Influenza A virus (HIN1, H3N2, etc.) (RAVINA et al., 2021)

| X;l;\l/s) de la inmunodeficiencia humana (Pal et al., 2020)

Virus Hepatitis B (HBV) (GARCIA-GARCIA ¢f al., 2021)
Papillomavirus (HPV) (VAN DER WEELE et al., 2017)
Herpes Simplex (HSV) (LASSALLE et al., 2020)
Plasmodium falciparum (TEYSSIER et al., 2021)
Entamoeba histolytica (PauL et al., 2007)

Parasitos Toxoplasma gondii (YUCESAN et al., 2021)

Trypanosoma cruzi

(HERREROS-CABELLO et al., 2020)

Leishmania donovani

(DOMAGALSKA et al., 2019)
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37. RESISTENCIA BACTERIANA

En el contexto de una atencion médica, la sepsis grave y el shock séptico siguen
presentando una tasa de mortalidad que varia entre el 20 %y el 40 %. La creciente
resistencia a los antibidticos incrementa de manera significativa el riesgo de
fallecimiento en estas condiciones. Con el propdsito de desarrollar un conjunto de
datos de referencia que facilite la identificacion de objetivos bacterianos comunes
para su abordaje terapéutico, se han utilizado estas disciplinas 6micas a aislados
clinicos de patdgenos responsables de la sepsis (Escherichia coli, el complejo
de especies de Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus 'y Streptococcus
pyogenes). Se ha demostrado como la exposicion al suero humano dio lugar a una
firma molecular caracteristica de la sepsis que se manifesté mediante incrementos
globales en la biosintesis y el metabolismo de acidos grasos y lipidos, hallazgos
coherentes con la remodelacion de la envoltura celular y la adaptacion nutricional
para la osmoproteccion.

Ademas, se observo la adquisicion de colesterol en todas las especies
bacterianas. Estos conjuntos de datos de referencia se han establecido como un
recurso de acceso publico para disefiar y respaldar la investigacion y el progreso
en el &mbito de la sepsis y su tratamiento (Mu et al., 2023).

La tabla 6 ofrece unos ejemplos de agentes infecciosos y genes de resistencia
a antibidticos que pueden ser detectados mediante secuenciacion del genoma,
destacando la importancia y el uso de cada una de estas dmicas en los diag-
noésticos de enfermedades infecciosas. Ademas, esta técnica es esencial para
abordar la creciente preocupacion de la resistencia a los antibioticos, puesto que
la secuenciacion gendmica revela si un patdogeno en particular lleva genes de
resistencia a antibioticos. Esto es crucial para la eleccion adecuada de los trata-
mientos antimicrobianos y ayuda a evitar el uso innecesario de antibioticos que
puede contribuir al desarrollo de cepas resistentes (BOOLCHANDANI et al., 2019).

Tabla 6. Resistencia a antibioticos detectados por secuenciacion del genoma

Genes de
Patégeno Antibioticos resistencia Referencias
detectados
Escherichia coli Ciprofloxacino gyrAy parC (VANSTOKSTRAETEN
etal., 2023)
Staphylococcus aureus ~ Meticilina(MRSA) mecA (TaXT et al., 2020)
Mycobacterium Isoniazida katG e inhA (TSENG et al., 2015)

tuberculosis
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Klebsiella pneumoniae  Carbapenémicos  KPC, NDM y OXA (CAMARGO et al.,

2023)
Pseudomonas Cefalosporinas de AmpC y ESBLs (IRuM et al., 2021)
aeruginosa tercera generacion
Streptococcus sp. Penicilina pbpla, pbp2b y (PICCINELLI et al.,
pbp2x 2017)
Neisseria gonorrhoeae  Azitromicina mtrR y porB (KUEAKULPATTANA ef
al.,2021)
Acinetobacter baumannii - Colistina MCRI1 (SoBIEH €t al., 2023)
Enterococcus sp Vancomicina vanA'y vanB (MOOSAVIAN et al.,
2018)
4. TRANSCRIPTOMICA EN DIAGNOSTICO CLINICO

La transcriptomica, una rama esencial de la gendmica, ha surgido como una
disciplina fundamental en el campo del diagnostico clinico. Esta tecnologia
revolucionaria se enfoca en los patrones de expresion génica a nivel de ARN,
ofreciendo una vision Unica del funcionamiento molecular de los organismos. Al
analizar la transcripcion génica, la transcriptdmica proporciona una comprension
detallada de cémo se regulan los genes, ya sea activandose o desactivandose
en condiciones normales y patoldgicas. Implica el estudio global de los ARN
mensajeros presentes en una célula en un momento especifico, a menudo realizado
mediante RNA-Seq (secuenciacion de ARN, por sus siglas en inglés) (BYRON et
al.,2016). Esto permite el analisis de patrones de expresion génica a gran escala,
ofrece una vision detallada de la actividad génica y facilita los avances en las
técnicas de diagnostico clinico.

Comprender el transcriptoma es esencial para poder interpretar los elementos
funcionales del genoma, lo que permite revelar los constituyentes moleculares de
las células y tejidos, y también para comprender el desarrollo y la enfermedad
(BYRON, 2013). Los objetivos clave de la transcriptomica son: catalogar todas las
especies de transcritos, incluidos los ARNm, los ARN no codificantes y los ARN
pequenos; determinar la estructura transcripcional de genes en términos de sus
sitios de inicio, extremos 5’ y 3, patrones de empalme y otras modificaciones
postranscripcionales y cuantificar los niveles de expresion cambiantes de cada
transcripcion durante el desarrollo y en diferentes condiciones (CASAMASSIMI ef
al., 2017).

En las ultimas décadas, el perfilado de transcriptomas ha surgido como uno
de los enfoques mas empleados para investigar las enfermedades humanas a
nivel molecular. A través de estudios de expresion, se han identificado numerosos
biomarcadores moleculares y dianas terapéuticas para diversas patologias
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humanas (Casamassimi et al., 2017). Estos estudios siguen creciendo gracias a
la secuenciacion del ARN total que permite obtener un perfil protedmico mas
detallado (figura 6). De hecho, esta tecnologia innovadora ha transformado
por completo el andlisis del transcriptoma, permitiendo cuantificar los niveles
de expresion génica y la expresion especifica de alelos en un solo experimento,
ademas, ha facilitado la identificacion de genes novedosos, isoformas de empalme,
transcripciones de fusion y ha abierto la puerta a investigaciones sin precedentes
en el mundo de los ARN no codificantes (BYRroN, 2013).

Figura 6. Perfil transcriptomico para el diagnostico clinico

ARN codificantes .
Desérdenes inmunes y Nuevas herramientas
del desarrollo de diagnéstico
pUrTT———
PIARN SNARN Herraml.entas evasincastan Es::.u:los
SIARN SNOARN c:m,':'iu:ac.'o';ales enfermedades prifin'i‘;:s v
MiARN 8ARN n.a sis omicos humanas —
integrados Blancos terapéuticos
IncARN
CirARN TARN Nuevos aprovechamientos
eARN rARN Enfe_rmedades: Cancery otras terapéuticos
cardiovasculares

infecciosas
neurodegenerativas

Perfil transcriptomico

Nota. Se muestra el papel del ARN codificante y no codificante en el descubrimiento
de nuevas perspectivas sobre enfermedades humanas. Incluye el uso de herramientas
computacionales y analisis dmicos integrados para desarrollar diagnosticos,
biomarcadores, estudios clinicos, blancos terapéuticos y nuevos enfoques terapéuticos.
Dentro de la figura: desérdenes y diagnostico deben llevar tilde

Las técnicas de secuenciacion de ARN (ARN-seq) se han empleado en
proyectos importantes como ENCODE vy el proyecto del Atlas del Genoma
del Céancer (TCGA) con el objetivo de proporcionar perfiles transcriptdmicos
de docenas de lineas celulares y miles de muestras de tumores primarios
(Casamassimi et al., 2017). Es importante resaltar que la ARN-seq permite
identificar los genes que muestran una expresion excesiva y aquellos que se
encuentran silenciados en una muestra.

Un ejemplo ilustrativo de dos enfermedades causadas por la sobreexpresion y
la inhibicion de genes que se han caracterizado mediante estudios de ARN-seq
es la sobreexpresion del gen PDK1 que esté relacionada con la enfermedad del
rifion poliquistico (WORTMANN et al., 2022).
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Por otro lado, en el caso de enfermedades originadas por la inhibicion de
genes, se ha observado que la reduccion en la expresion de RARS?2 en la sangre se
asocia con un retraso global del desarrollo, convulsiones, microcefalia, hipotonia
y escoliosis progresiva (WORTMANN et al., 2022).

Ademas, estos estudios han allanado el camino para el desarrollo de enfoques
de integracion de datos, facilitando la gestion y el analisis de datos e identificando
nuevos marcadores de enfermedades y objetivos moleculares para la clinica. La
figura 7 muestra la importancia de la transcriptomica y los usos de las diferentes
técnicas empleadas en procesos fundamentales para el diagndstico clinico.

Figura 7. Transcriptomica en diagnostico clinico: expresion y regulacion génica,
expresion diferencial y biomarcadores
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Nota. La imagen aborda el uso de la transcriptomica en el diagnostico clinico,
destacando tres areas: la expresion y regulacion génica, la expresion génica diferencial
y los biomarcadores transcriptomicos. Muestra las técnicas empleadas para estudiar
la expresion de genes, la regulacion de la expresion a nivel epigenético mediante
metilacion del ADN y ARN no codificante, y su relacion con enfermedades como el
cancer. Los biomarcadores transcriptomicos se presentan como herramientas clave para
el diagnostico basado en la regulacion de la expresion génica.

En el ambito del diagndstico clinico, es fundamental comprender la expresion
génica, la expresion diferencial y la regulacion génica. La regulacion genética, que
involucra una red compleja de elementos de control como promotores, enhancers'y
factores de transcripcion, modula estas expresiones diferenciales. La transcriptomica
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tiene aplicaciones amplias en el diagndstico clinico, ofreciendo nuevas perspectivas
para la deteccion temprana de enfermedades, la identificacion de biomarcadores
precisos y la personalizacion de tratamientos médicos (BYron, 2013).

4.1. EXPRESION GENICA

La expresion génica se refiere al procedimiento mediante el cual la informacion
genética presente en el ADN se transforma en proteinas (proceso conocido
como traduccion) y en ARN funcional (Viay et al., 2016), este proceso es
fundamental para regular las funciones celulares y sintetizar proteinas. Las
ciencias 6micas analizan cuidadosamente la expresion génica en busca de
biomarcadores especificos de enfermedades. Tanto los organismos procariotas
como los eucariotas utilizan la informacion codificada en su ADN para producir
proteinas, como enzimas, hormonas y componentes estructurales (VIJAY et al.,
2016), proteinas que son vitales para llevar a cabo diversas funciones biologicas.
Comprender el proceso de expresion génica es esencial para la biologia y la
genética, ya que arroja luz sobre como los genes influyen en las caracteristicas
y funciones de los seres vivos tanto a nivel patologico como normal.

472, EXPRESION GENICA DIFERENCIAL

La expresion génica diferencial implica variaciones en la actividad génica
entre diferentes condiciones o estados celulares, ofreciendo informacion crucial
sobre como las enfermedades afectan la expresion de genes de manera unica.
Este proceso consiste en comparar la cantidad relativa de expresion de genes
entre distintas condiciones o grupos de muestra, como células sanas y células
enfermas (BYroN, 2013) y se lleva a cabo mediante técnicas como el analisis
de microarreglos o ARN-seq para identificar genes cuya expresion varia
significativamente entre las muestras.

En el diagnostico de enfermedades, se pueden comparar los perfiles
de ARN de tejidos sanos y enfermos, identificando patrones de expresion
genética especificos asociados con las enfermedades, esta informacion es
vital para diagnosticar enfermedades en etapas tempranas y determinar po-
sibles estrategias de tratamiento (BYRON, 2013). Los analisis se utilizan para
diagnosticar diversas enfermedades, incluyendo el cadncer y enfermedades
cardiovasculares (CASAMASSIMI et al., 2017). La transcriptomica facilita la
adaptacion de los planes de tratamiento a pacientes individuales basandose en
sus perfiles de expresion genética, optimizando asi los resultados terapéuticos
en la medicina personalizada.
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43. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA

El proceso de regulacion génica gobierna cémo los genes son transcritos
y regulados, lo que tiene un impacto directo en las funciones celulares y el
desarrollo de organismos multicelulares. La expresion génica esta estrictamente
regulada para permitir que los organismos se adapten a su entorno y a las
demandas metabolicas (VIJAY et al., 2016). La integracion de la transcriptémica
y la regulacion en la expresion génica ha transformado el diagndstico clinico,
ofreciendo perspectivas profundas para el diagndstico de enfermedades.

Laregulacion en la expresion de genes implica una red compleja de elementos
de control, como promotores, enhancers 'y factores de transcripcion, que modulan
estas expresiones diferenciales. Los analisis transcriptomicos utilizan técnicas
avanzadas como la RNA-Seq para analizar estos patrones con precision, lo que
permite el descubrimiento de firmas moleculares especificas de enfermedades
(Casamassivi et al., 2017).

Entender detalladamente como las redes de regulacion génica son moduladas
en condiciones patoldgicas es fundamental para el diagndstico clinico. Desde
la identificacion de genes clave hasta la evaluacion de las vias de senalizacion
implicadas, los investigadores pueden desentrafiar las complejidades moleculares
que son fundamentales para el desarrollo de terapias dirigidas y estrategias
de tratamiento mas efectivas (CasamassimI et al., 2017). En el ambito clinico,
el andlisis transcriptomico permite identificar patrones de expresion génica
especificos asociados con enfermedades, proporcionando biomarcadores precisos
para diagnosticos tempranos y personalizados.

44, BIOMARCADORES TRANSCRIPTOMICOS

Los biomarcadores transcriptomicos son herramientas esenciales que
aprovechan la informacion de expresion génica para mejorar la investigacion, el
diagnostico y el tratamiento de enfermedades. Estos biomarcadores se basan en la
identificacion de patrones de expresion génica, lo que implica analizar qué genes
se activan o desactivan en respuesta a una enfermedad o a ciertas condiciones
biologicas (BARZAMAN et al., 2020). Su capacidad para proporcionar una vision
profunda de la biologia molecular de una enfermedad los convierte en recursos
valiosos en la atencion médica moderna.

Estos biomarcadores transcriptomicos pueden utilizarse para la deteccion
temprana de enfermedades. Al comparar los perfiles de expresion génica en
muestras de pacientes con los de individuos sanos, es posible identificar sefiales
moleculares que sugieran la presencia de una enfermedad en sus etapas iniciales
(BARZAMAN et al., 2020). También se utilizan para el diagndstico y el prondstico
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de enfermedades, pueden ayudar a diferenciar entre subtipos de enfermedades y
predecir la evolucion de la enfermedad en un paciente, indicando qué tratamientos
seran mas eficaces para un paciente en funcion de su perfil de expresion génica
(Casamassimi et al., 2017). Esto conduce a un tratamiento mas preciso y menos
invasivo, ademads, después de iniciar un tratamiento, también pueden utilizarse
para evaluar la respuesta del paciente y ajustar el tratamiento en consecuencia.

Para identificar biomarcadores transcriptomicos, se utilizan tecnologias como
la ARN-seq y microarreglos de expresion génica, que permiten medir la cantidad
de ARN producido por cada gen en una muestra (CASAMASSIMI et al., 2017).
La transcriptdmica puede ayudar en la identificacion de mutaciones genéticas
responsables de enfermedades genéticas raras y también puede contribuir a la
comprension y el manejo de enfermedades autoinmunes.

4.5. TRANSCRIPTOMICA EN ENFERMEDADES GENETICAS

Las tecnologias de NGS, especialmente la RNA-seq, pueden aplicarse en las
pruebas de diagnostico genético, ofreciendo flexibilidad, sensibilidad y precision
sin precedentes en las mediciones de expresion genética. Ademas, la diversidad
de especies de ARN permite medir simultdneamente transcripciones raras,
variantes de empalme y especies de ARN no codificantes (CASAMASSIMI et al.,
2017). Este alcance diverso de las especies de ARN en RNA-seq estd ganando
relevancia, especialmente en el contexto del cancer.

Esta tecnologia también proporciona la deteccion directa de ARN de genes
fusionados y variantes de empalme en secuencias de ARN de lineas celulares
oncogénicas especificas, como EGFR y el receptor de andrégenos, que son
relevantes desde el punto de vista prondstico y terapéutico. A diferencia de
herramientas como los microarreglos y la gRT-PCR, que son plataformas cerradas
con una deteccion y medicion de transcripciones claramente definidas, la RNA-
seq es una plataforma abierta por naturaleza (CASAMASSIMI et al., 2017).

La capacidad de RNA-seq para identificar transcripciones novedosas
puede plantear desafios en la interpretacion clinica, similar a las “variantes
de significado desconocido” encontradas en la secuenciacion clinica del ADN
gendmico. Sin embargo, es crucial establecer y estandarizar métodos para evaluar
la reproducibilidad, exactitud y precision en diversas condiciones clinicamente
relevantes, facilitando asi la adopcion de las pruebas RNA-seq en el laboratorio
clinico (BYRrON et al., 2016).

La falta de evidencia funcional dificulta la interpretacion de variantes, lo que
deja a una gran proporcion de personas con un trastorno mendeliano sospechoso
sin diagndstico genético después de GWAS o WES (WORTMANN et al., 2022).
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Los estudios de investigacion apuntan por secuenciar aiin mas los transcriptomas
para investigar directa y sistematicamente los defectos de expresion génica.
Sin embargo, todavia se necesita la recopilacion de datos adicionales y el
establecimiento de flujos de trabajo de laboratorio, procesos analiticos y conceptos
definidos en la interpretacion clinica de la expresion genética aberrante para
adoptar la RNA-seq en los diagndsticos de rutina.

El efecto de las variantes sin sentido no siempre es sencillo, ya que pueden
provocar un empalme aberrante, un plegamiento incorrecto de la proteina o
niveles de expresion anormales (ABDELLAOU et al., 2023). Esto ultimo podria
ser el resultado de un desequilibrio, donde el alelo mutante se expresa mas alto
que el alelo de tipo salvaje, lo que provoca una presentacion aparentemente
dominante (variante heterocigética) de un trastorno recesivo. Se requieren WES
(o preferiblemente WGS) para identificar variantes intronicas y regulatorias, en
combinacion con estudios cuantitativos de ARN para detectar AEL

El andlisis de ARN también se puede utilizar para estudiar genes o vias
reguladas hacia arriba o hacia abajo, del mismo modo que la protedmica
puede proporcionar informacion sobre las redes de interaccion de proteinas en
enfermedades genéticas (WORTMANN et al., 2022).

Nuevamente, otras técnicas pueden ayudar a confirmar la patogenicidad. Se
ha demostrado que RNA-seq adicional puede mejorar el rendimiento diagndstico
entre un 10 % y un 16 % en comparacion con ES solo y puede integrarse a costos
y tiempos de respuesta razonables (Abdellaou ez al., 2023). El valor diagnéstico de
integrar datos protedmicos con datos gendmicos, transcriptdmicos y fenotipicos
de 145 individuos se demostrd en un estudio sobre individuos sospechosos de
tener una enfermedad mitocondrial y se logré una resolucion genética del 21 %
en casos WES negativos (WORTMANN et al., 2022).

Aunque la RNA-seq todavia se centra en el nivel genético, los analisis
funcionales adicionales pueden ayudar en la interpretacion de variantes,
especialmente para errores del metabolismo. En cuanto a los anélisis genéticos,
estas técnicas Omicas se basan en encontrar “valores atipicos” y necesitan
compararse con una cohorte de control de tamafio suficiente (WORTMANN et
al., 2022).

4.5.1. ENFERMEDADES HEREDITARIAS

A través de la transcriptomica, se ha logrado un avance significativo en
la identificacién de marcadores transcriptomicos asociados a enfermedades
hereditarias. Esta poderosa herramienta permite detectar biomarcadores que
no solo arrojan luz sobre la predisposicion genética a estas enfermedades,
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sino que también ofrecen informacion valiosa sobre su desarrollo y progresion
(Casamassimt et al., 2017). Para la interpretacion precisa de las variantes en
enfermedades hereditarias, es posible que los datos de la secuencia de ADN por si
solos no siempre sean suficientes. En algunos casos, la transcriptémica se realiza
antes o simultaneamente con la WES para resaltar aquellos genes que muestran
un perfil de transcripcion aberrante. Es importante sefalar que la eleccion del
tejido utilizado para los estudios transcriptomicos podria afectar los resultados,
ya que no todos los genes son igualmente relevantes ni se expresan en todos los
tejidos (WORTMANN ef al., 2022)

La tabla 7 presenta ejemplos algunas aplicaciones de la transcriptomica,
resaltando asi el potencial para revolucionar la comprension y el abordaje de
estas condiciones médicas hereditarias.

Tabla 7. Aplicaciones de la transcriptomica en el diagnostico de enfermedades

Aplicaciones

Descripcion

Referencia

Diagnostico
del cancer

Se emplea para analizar los perfiles de expresion génica en
las células, lo que ayuda a identificar marcadores genéticos
especificos de ciertos tipos de cancer. Esto permite un
diagnostico mas preciso.

(ZUBARR et al.,
2021)

Identificacion
de biomarca-
dores

Permite identificar ARNm especificos que pueden servir
como biomarcadores para el diagndstico temprano,
la prediccion del prondstico y la monitorizacion de la
progresion de la enfermedad.

(KATZEFF et
al., 2022)

Enfermedad
coronaria

En las enfermedades cardiovasculares la transcriptomica
se utiliza para el diagnoéstico y tratamiento. Esto implica
la identificacion de factores genéticos y analisis de perfiles
de expresion génica.

(Ga1 et al.,
2021)

Clasificacion
de subtipos de
enfermedades

La transcriptomica ayuda a clasificar enfermedades en
subtipos basados en patrones de expresion génica. Esto es
crucial para una medicina personalizada, permite adaptar
los tratamientos a los rasgos moleculares determinados
de cada paciente.

(ViJsay
al ,2016)

et

Evaluacion de
respuestas a
tratamientos

Monitorizar los perfiles de expresion génica durante el
tratamiento proporciona informacion sobre la eficacia y
la resistencia terapéutica. Esto puede guiar ajustes en los
regimenes de tratamiento para mejorar los resultados.

(ARYUTOVA et
al., 2021)

Una de las enfermedades genéticas hereditarias mas documentadas es la
fibrosis quistica (FQ). El perfil del transcriptoma ha identificado genes clave
asociados a la FQ que son relevantes para las vias defectuosas, para comprender
mejor la compleja secuencia de eventos transcripcionales influenciados por la



CAPITULO 1. APLICACIONES DE LAS CIENCIAS OMICAS EN EL DIAGNOSTICO 47

disfuncion del receptor de fibrosis quistica (CFTR), se han realizado numerosos
estudios utilizando enfoques de perfiles de transcriptoma de alto rendimiento
(LOPEZ-VALDEZ et al., 2021).

La disrupcion de las vias de sefializacion es profunda en la FQ, afectando a
aquellas relacionadas con la transduccion de sefiales y el sistema inmunolégico.
Los estudios de perfiles de transcriptoma humano en la FQ han arrojado luz sobre
estos procesos. En la tabla 8 se presentan algunos de los enfoques utilizados en
el diagndstico de CFTR.

Tabla 8. Estudios de perfiles del transcriptoma humano en FQ

Enfoque Métodos Vias clave enriquecidas Referencia
Cambios transcripcionales Inflamacion/senalizacion in- (POLINENI et
influenciados por la varia- Sec. de ARN  flamatoria; respuesta inmune al., 2018)
cioén gendmica. innata. ”

FQ antes y después del Enriquecimiento funcional (JIANG et al
tratamiento para la exa- Sec. de ARN  no realizado; genes inflama 2019) ”
cerbacion. somas.

Cambios transcripcionales Microarreglos Sefializacién E1F2, sefia-

inducidos por plasma de lizacion de IL-8, receptor (LEVY © TAL
FQ y sus fenotipos. de células B, produccion 2019) ?

de 6xido nitrico y especies
reactivas de oxigeno.

4.5.2.  ENFERMEDADES RARAS

Actualmente, las técnicas de transcriptomica, especialmente la RNA-seq,
se utilizan para determinar las consecuencias de las variantes de ADN en las
transcripciones de ARN, lo que mejora la tasa de diagndstico en comparacion
con WGS y WES para enfermedades mendelianas no diagnosticadas o raras,
que abarcan un amplio espectro de alteraciones clinicas. La tasa de diagndstico
molecular mediante WES o WGS fue del 31 % en enfermedades raras. La
integracion de RNA-seq con WGS ha mostrado un aumento en los casos
adicionales con un diagndstico claro de enfermedades genéticas raras (PETERSEN
etal.,2017; PEREIRA et al., 2019), sin embargo, estudios recientes han revelado una
tasa de diagnostico molecular general de aproximadamente el 38 %. Ademas, el
18 % de todos los diagndsticos genéticos requiere una RNA-seq para determinar
la causalidad de alguna variante rara (BYRON ef al., 2016).

En cohortes de enfermedades raras con un amplio espectro de condiciones
genéticas sospechadas y no diagnosticadas, el andlisis de RNA-seq aumenta
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la tasa de diagndstico molecular por encima de lo posible con solo WGS. En
2020, Lee et al. informaron como la RNA-seq se puede integrar con WGS
para interpretar SNV y SV tanto exdnicos como intronicos, lo que aumenta
significativamente la tasa de diagnostico molecular para un amplio espectro de
enfermedades mendelianas raras (LEE ef al., 2020). La tabla 9 muestra algunas
enfermedades raras diagnosticadas mediante transcriptomica.

Tabla 9. Enfermedades raras que pueden ser diagnosticadas mediante

transcriptomica
Enfermedad rara Genes Asociados Referencias
Sindrome de Alport COL4A3,COL4A4,COL4A5  (KASHTAN, 1993)
Sindrome de Rett MECP2 (LIYANAGE Y RASTEGAR,
2014)
Fibrosis poliquistica renal ~ PKD1, PKD2 (LAKHIA et al., 2022)

(BUTLER et al., 2019;

Sindrome de Prader-Willi SNRPN, MKRN3, MARIANI et al., 2022)

Sindrome de Angelman UBE3A (GREER et al., 2010)
Atrofia muscular espinal SMN1, SMN2 (CHEN et al., 2023)
Sindrome de Marfan FBNI1 Elllvfglg&z) SANDOVAL et
Sindrome de Ehlers-Danlos COLS5SA1, COL1A1 (MIxLOVIC y SIEG, 2023)
Sindrome de Ondine PHOX2B (KwonN et al., 2011)
Sindrome de Cockayne ERCC6, ERCC8 (LAUGEL et al., 2010)

4.5.3. ENFERMEDADES GENETICAS ADQUIRIDAS

La transcriptomica, una rama fundamental de la genémica funcional,
desempeia un papel crucial en nuestra comprension de las enfermedades
genéticas adquiridas. Esta disciplina analiza la actividad de los genes a nivel
del ARN mensajero, lo que permite identificar patrones de expresion génica
especificos asociados con enfermedades adquiridas. Al estudiar como las células
afectadas regulan la expresion génica en respuesta a estos cambios, se pueden
descubrir nuevos blancos terapéuticos y desarrollar tratamientos mas precisos
y efectivos para estas condiciones adquiridas, mejorando asi la calidad de vida
de los pacientes (tabla 10).
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Tabla 10. Enfermedades adquiridas que pueden ser diagnosticadas mediante

Enfermedad
adquirida

transcriptomica
Biomarcadores s,
P Descripcion
Transcriptomicas

Referencias

Diabetes
tipo 2

Expresion anormal de
genes relacionados con
la insulina

La diabetes tipo 2 se define
como un desorden metabo-
lico que se manifiesta por la
resistencia a la insulina y la
presencia de altos niveles de
glucosa en la sangre.

Enfermedad
de Alzheimer

Cambios en la expresion
génica en regiones cere-
brales especificas

Laenfermedad de Alzheimer
es un trastorno neurodege-
nerativo que impacta en la
memoria y otras habilidades
cognitivas.

Cancer de
pulmén

Mutaciones en genes
reguladores del ciclo
celular con tecnologias
de meta-transcriptomica
espacial.

El cancer de pulmon es una
forma de cancer que se inicia
en los pulmones y suele
estar asociado al consumo
de tabaco.

Enfermedad
de Parkinson

Disfuncién en genes aso-
ciados con la dopamina
por técnicas transcripto-
micas en una célula

La enfermedad de Parkinson
es un trastorno del sistema
nervioso que impacta en el
movimiento, provocando
temblores y rigidez }mus-
cular.

Cancer de
mama

Expresiéon anormal de
genes como BRCAI y
BRCA2

Esun tipo de cancer maligno
que se desarrolla en las célu-
las del tejido mamario y es
el cancer mas prevalente en
las mujeres, aunque también
puede ocurrir en hombres en
€asos menos comunes.

Enfermedad
de
aterosclerosis

Cambios en la expresion
génica relacionados con
la acumulacion de placa
en las arterias con técni-
cas de secuenciacion de
ARN en una célula.

Se trata de una condicién
crénica y gradual en la que
las arterias se vuelven ri-
gidas y angostas debido a
la acumulacion de placa,
compuesta principalmente
por grasas, colesterol, calcio
y otras sustancias.

(DEL BOSQUE-
PLATA et al.,
2021)

(PARK et
al., 2021)

(WonNG-ROLLE
etal.,2022)

(FERNANDES et
al., 2020)

GODET vy
GILKES, 2017).

(WILLIAMS et
al., 2020)
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4.6. TRANSCRIPTOMICA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS

La secuenciacion metagenomica clinica de préxima generacion (mNGS)
representa un avance significativo en la investigacion médica al permitir el
andlisis integral del material genético microbiano y del huésped (ADN y ARN)
en muestras de pacientes (CHIU y MILLER, 2019). Este enfoque, que inicialmente
se utilizaba en la investigacion, ahora se estad introduciendo rapidamente en los
laboratorios clinicos, transformando los métodos con que los clinicos diagnostican
y tratan enfermedades infecciosas.

Las aplicaciones de la transcriptomica son diversas y van desde la evaluacion
de la resistencia a los antimicrobianos hasta el estudio del microbioma, la
exploracion de la expresion genética del huésped humano (transcriptomica) y
la oncologia. En este contexto, los desafios asociados con la implementacion
de mNGS en el laboratorio clinico serd explorado en el proximo capitulo. Este
avance tecnoldgico promete revolucionar nuestra comprension y enfoque hacia
las enfermedades, ofreciendo una diagndstico y tratamiento médico mas preciso
y personalizado.

La transcriptomica ha revolucionado el diagndstico de enfermedades
infecciosas al proporcionar una comprension detallada de la expresion génica
en respuesta a las infecciones. Este enfoque avanzado permite el andlisis
simultdneo de miles de genes, revelando patrones distintivos de expresion
génica asociados con enfermedades infecciosas. Estos patrones son esenciales
para identificar biomarcadores especificos del huésped y del patogeno, lo que
facilita un diagnéstico mas preciso y temprano, ademas, la transcriptdmica no
solo ayuda en la deteccion, sino que también permite comprender las complejas
interacciones genéticas y las respuestas del sistema inmune frente a los patdégenos.
Esta comprension profunda no solo mejora la precision del diagnostico, sino que
también guia el desarrollo de terapias personalizadas y estrategias de prevencion,
lo que es fundamental para abordar eficazmente las enfermedades infecciosas y
mitigar su impacto en la salud publica.

4.6.1. RESISTENCIA BACTERIANA

La transcriptomica se utiliza en el estudio de la resistencia microbiana
para entender los mecanismos moleculares que subyacen a la resistencia a los
antimicrobianos. Al analizar los perfiles de expresion génica de microorganismos
resistentes y sensibles, se puede identificar genes y vias de sefalizacién que
estan asociados con la resistencia, esta informacion es crucial para el desarrollo
de nuevos farmacos y estrategias terapéuticas para combatir las infecciones
resistentes a los antimicrobianos (CHIU y MILLER, 2019).
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El estudio del transcriptoma de la comunidad bacteriana ha revelado valiosa
informacion sobre la resistencia a antibidticos y otras terapias en el contexto de
enfermedades infecciosas, al analizar la actividad génica de las bacterias presentes
en un entorno, como un tejido humano o un ecosistema especifico, los cientificos
pueden identificar patrones de expresion génica relacionados con la resistencia
a tratamientos antimicrobianos (CHIU y MILLER, 2019).

El enfoque transcriptémico no solo proporciona luces sobre los mecanismos
moleculares que las bacterias utilizan para evadir los efectos de los antibi6ticos,
sino que también ofrece posibles objetivos para el desarrollo de nuevas terapias
y estrategias para superar la resistencia bacteriana (CHIU y MILLER, 2019). Al
comprender como las bacterias se adaptan y responden a los tratamientos, los
investigadores pueden informar el disefio de terapias mas efectivas y contribuir
significativamente a la lucha contra las infecciones resistentes a los medicamentos.
La mayoria de los estudios metagendomicos en este campo se han centrado en
analizar la composicion de los microbiomas, tratando de establecer conexiones
entre la abundancia o ausencia de ciertos microorganismos y el desarrollo
resistencia, no obstante, alin son escasos los estudios que desentranan las
implicaciones funcionales de la actividad del microbioma (CHIU y MILLER, 2019).

En particular, existe una notable falta de investigaciones que evalien estas
implicaciones directamente, mediante el analisis del transcriptoma de 1a comunidad
bacteriana. Las contribuciones de la metagenomica y la metatranscriptomica al
entendimiento del entorno microbiano asociado con resistencia seran abordados
en el ultimo capitulo del libro. También se destacaran las ventajas significativas
de la metatranscriptomica sobre la metagenémica y como este enfoque puede ser
aprovechado para profundizar en nuestro conocimiento del entorno bacteriano
en el contexto de la resistencia a los medicamentos.

5. APLICACIONES DE LA PROTEOMICA EN EL DIAGNOSTICO CLiNICO

El proteoma se refiere al conjunto completo de proteinas que son expresadas
a partir de la informacion genética de un organismo o una célula. La proteémica
se dedica al estudio dinamico del proteoma de un organismo, analizando
especificamente momentos particulares y condiciones especificas, como
enfermedades; componentes ambientales y fisiologicos como el estrés, la edad,
sustancias toxicas y medicamentos (LEE et al., 2021). Se puede ver como un
conjunto de técnicas y herramientas altamente precisas que deben ser optimizadas
y desarrolladas para su aplicacion rutinaria, especialmente en la identificacion
de biomarcadores (RAI ef al., 2024; VELEZ y MAHAJAN, 2020).

Un proteoma tipico puede abarcar varias decenas de miles de proteinas
distintas que varian en sus concentraciones. En organismos eucariotas, como los
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humanos, que tienen alrededor de 20.000 a 25.000 genes, el proceso de splicing
alternativo de los precursores de ARN, que se produce durante la transcripcion y
la subsiguiente traduccion de las diferentes isoformas de estas proteinas, agrega
complejidad a la muestra (VELEZ y MAHAJAN, 2020). Cuando esto se combina
con numerosas modificaciones postraduccionales (PTM), el nimero de proteinas
Unicas que podrian constituir el proteoma en organismos complejos podria
exceder el millon.

El objetivo fundamental de la protedmica es analizar los proteomas y sus
variaciones en diversas células de un tejido, con el fin de resaltar las diferencias
entre ellas. A un nivel mas detallado, uno de los principales propoésitos de la
protedmica es proporcionar informacion valiosa en el campo de la biomedicina
sobre los cambios especificos en los perfiles de expresion de proteinas y
los procesos asociados en diferentes estados celulares, ya sean saludables o
patologicos (VELEZ y MAHAJAN, 2020). A largo plazo, esto tiene como finalidad
facilitar el desarrollo de enfoques diagnosticos y terapéuticos mas efectivos para
las enfermedades.

5.1. ESPECTROMETRIA DE MASAS EN EL DIAGNOSTICO CLINICO

Las omicas relacionadas con la espectrometria de masas (EM), como
la protedmica y la metabolémica se pueden dividir simplemente en dos
categorias amplias de estudios dirigidos y no dirigidos. En los estudios no
dirigidos se suelen analizar dos poblaciones y comparar los perfiles de MS
utilizando sofisticados programas informaticos. Por lo general, se consideran
herramientas de descubrimiento y se utilizan en el entorno de investigacion
(GREAVES et al., 2019). Los estudios dirigidos, por otro lado, analizan los
analitos “descubiertos” que son de interés clinico y para su traduccion al
flujo de trabajo de diagnostico clinico. La figura 8 muestra un diagrama de
flujo para realizar un estudio protedmico.

Las aplicaciones de EM relacionadas con la bioquimica clinica, tanto
dirigidas como no dirigidas, ahora abarcan desde compuestos tradicionales
de pequenio peso molecular (metabolomica), con esteroides a veces descritos
especificamente como esteroidonomia, hasta lipidos (lipidémica) y péptidos y
proteinas (protedmica). Si bien se supone que se identificaran todos los analitos
en su categoria respectiva, la realidad es que la preparacion de la muestra, el
rango analitico y la configuracion del espectrometro de masas influyen en el
resultado (GREAVES et al., 2019).
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Figura 8. Flujo de trabajo en proteomica
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Nota. El diagrama representa un flujo de trabajo en protedmica diferencial. Comienza
con muestras control y test, que se analizan mediante electroforesis en gel bidimensional
(2D PAGE) para visualizar y comparar proteinas. Luego, se realiza la digestion de proteinas
seleccionadas para extraer péptidos, seguidos por el analisis de espectrometria de masas
(MALDI-TOF) y finaliza con el andlisis de datos para identificar diferencias proteicas.

Los estudios de investigacion no dirigidos generan grandes volimenes
de datos, requieren un andlisis estadistico y probablemente seguiran siendo
predominantemente utilizados en el ambito de la investigacion. Sin embargo, se
anticipa un aumento en la aplicacién de enfoques émicos tanto dirigidos como
no dirigidos en entornos de laboratorio de diagndstico en la proxima década, por
ende, sera esencial dar prioridad a la adaptacion de estas aplicaciones especificas
a un contexto clinico (GREAVES et al., 2019).

Los enfoques protedmicos se presentan como un conjunto especializado de
métodos y recursos extremadamente precisos que requieren una optimizacion
y mejora continua para su implementacion regular, sobre todo en el ambito de
la identificacion de biomarcadores claves en el diagnostico.

5.2. FEL DESCUBRIMIENTO DE BIOMARCADORES Y SU IMPORTANCIA EN EL
DIAGNOSTICO

Un biomarcador se define como cualquier componente biologico medible que
puede utilizarse como indicador de condiciones fisiopatologicas o de respuestas
farmacologicas, ya sean normales o anormales, frente a un tratamiento especifico.
Los Institutos Nacionales de Salud definen un biomarcador o marcador biologico
como “una caracteristica que se mide y evalia objetivamente como un indicador
de procesos bioldgicos normales, procesos patdgenos o respuestas farmacologicas
auna intervencion terapéutica” (Biomarkers Definitions Working Group, 2001).

Es asi como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sugiere que la
definicion debe incluir cualquier medida que refleje interacciones entre cualquier
sistema biologico con algun agente potencialmente peligroso, que puede ser de
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naturaleza quimica, fisica o biologica. Las respuestas evaluadas pueden ser de
naturaleza funcional, fisiopatologica y bioquimica a nivel molecular, celular o
histologico (Biomarkers Definitions Working Group, 2001).

Los tejidos en el organismo muestran una composicion biomolecular unica
conocida como biomarcadores, los cuales presentan caracteristicas especificas,
como los niveles o las actividades de genes, proteinas y otras biomoléculas,
es decir, su capacidad para realizar funciones particulares en el cuerpo.
Los biomarcadores hacen referencia a una caracteristica que puede medirse
objetivamente mediante multiples muestras bioquimicas y que permite evaluar
la exposicion del organismo a procesos normales o patologicos, asi como su
respuesta a intervenciones farmacologicas.

Ejemplos de algunos marcadores biologicos clinicos importantes son la presion
arterial, la frecuencia del pulso, los indicadores bioquimicos clinicos y algunas
otras pruebas de laboratorio criticas mas complejas de fluidos corporales y varios
otros sistemas. Los biomarcadores siempre se han utilizado en medicamentos
clinicos y los analisis basados en biomarcadores ahora han ingresado en nuevas
areas y pueden ayudar en el diagndstico mas temprano de enfermedades y en la
terapia eficiente de varios trastornos (figura 9). Los biomarcadores se definen
como “las sustancias, estructuras o procesos que pueden cuantificarse en el cuerpo
o sus productos e influyen o predicen la incidencia de resultados o enfermedades”
(ARYUTOVA et al., 2021).

Figura 9. Funciones de los biomarcadores en el diagnostico omico
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Nota. El esquema describe las funciones de los biomarcadores en distintas areas:
diagnostico, evaluacion de la gravedad, evaluacion de riesgos, prediccion de efectos
de drogas y monitorizacion.
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5.3. BIOMARCADORES Y PROTEOMICA

Las ciencias 0micas ofrecen dos enfoques fundamentales para mejorar el
diagndstico médico: uno se centra en identificar biomarcadores especificos para
desarrollar pruebas diagnosticas, mientras que el otro mide una amplia cobertura
de analitos sin requerir su identificacion individual. Ambas estrategias tienen
el potencial de aumentar significativamente la precision y la efectividad de los
diagnosticos médicos (GREAVES et al., 2019).

En la mayoria de los casos, los biomarcadores son descubiertos en laboratorios
de investigacion, lo que ha llevado a la creacion de numerosos articulos y
publicaciones que presentan nuevas opciones diagndsticas para enfermedades
existentes. Sin embargo, no todos estos biomarcadores llegan a ser parte de la
practica clinica diaria pues para ser efectivos, deben cumplir condiciones que
los hagan practicos y accesibles, no solo en el &mbito de la investigacion, sino
también en el uso diario en la clinica. Los avances en areas como POCT, EM y
gendmica han provocado cambios significativos en el proceso analitico de las
pruebas. Cada una de estas areas ha experimentado un aumento exponencial
en publicaciones recientes, y se prevé que esta tendencia continiie a medida que
estas tecnologias transforman la practica laboratorial actual (figura 10).

Figura 10. Historial de publicaciones y prediccion hasta 2025
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Nota. Abarca las fechas del enero de1900 a diciembre de 2018 para los equipos de
busqueda de MS clinica, pruebas en el punto de atencion (POCT) y gendémica clinica.
Tomado y modificado de (GREAVES et al., 2019).
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Los marcadores individuales descubiertos con estrategias dmicas podrian ser
eventualmente cuantificados y empleados en diagndsticos comunes a través de
plataformas estdndar. Un ejemplo de esta tactica es la utilizacion de la protedmica
basada en EM para encontrar proteinas con valor diagnéstico especifico que
pueden luego ser convertidas en pruebas diagnosticas mediante inmunoensayos,
que son aptos para ser utilizados en analizadores de alto rendimiento para
diagnosticos habituales (GREAVES et al., 2019).

Los avances en las tecnologias dmicas actuales han ampliado significativamente
las posibilidades de obtener nuevos biomarcadores de diversos tipos. Estos
biomarcadores se generan mediante estrategias que abarcan areas como la
genomica, protedmica, metabolomica, transcriptomica, lipidomica, epigendmica,
entre otras. Los biomarcadores poseen caracteristicas distintivas que pueden
ser cuantificadas de manera objetiva y evaluadas como indicadores de procesos
biologicos normales, patologicos o resultados farmacologicos de diversas terapias.
Estos biomarcadores se clasifican en diferentes tipos (figura 11).

Figura 11. Proceso de desarrollo de biomarcadores. Datos omicas y multiomicos
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Nota. El esquema aborda el uso de tecnologias dmicas en medicina de precision,
destacando la integracion de datos de multidmicas para generar firmas y redes de
biomarcadores. La clasificacion de los biomarcadores incluye categorias como genes,
proteinas, metabolitos, tipos de enfermedades y fuentes (sangre, suero, tejidos),
orientando su aplicacién en diagnoéstico, prondstico y tratamiento personalizado
(ASHENDEN et al., 2024).
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Los biomarcadores 6émicos no solo tienen la capacidad de pronosticar, sino
que también se aplican en la respuesta a paradigmas terapéuticos, permitiendo
la deteccion en muestras de tejido o suero, tanto en individuos sanos como
enfermos, por lo que se han convertido en herramientas valiosas en diferentes
campos de la investigacion médica. En el &mbito de la investigacion clinica, se
encuentran disponibles en la actualidad kits de multiples metabolitos basados
en EM disefiados para su uso descentralizado, ademas, existen proveedores
de servicios que llevan a cabo andlisis de 6micas, como la metabolomica en
laboratorios corporativos, (VOGESER y BENDT, 2023).

Dos campos muy avanzados en el estudio de los biomarcadores son la
farmacogenomica, que se enfoca en identificar rasgos genéticos que influyen
en diferentes efectos farmacocinéticos o farmacodindmicos, como base para un
tratamiento farmacologico personalizado; y la patologia molecular, en la que
los andlisis de transcriptomas y los perfiles de expresion genética de muestras
de tejido representan los primeros métodos tangibles de reconocimiento de
patrones que se han traducido con éxito en la atencion sanitaria personalizada,
otra aplicacion protedmica exitosa basada en un enfoque de reconocimiento de
biomarcadores como patrones de identificacion de cultivos bacterianos basada en
MALDI-TOF en microbiologia, que se ha convertido en una tecnologia estandar
en los Ultimos afnos (VOGESER y BENDT, 2023).

Es evidente que los avances tecnoldgicos en las tecnologias multiomicas han
facilitado los esfuerzos crecientes a nivel mundial en el &mbito de la medicina
de precision traslacional, que busca ofrecer atencion médica personalizada
basada en la busqueda de biomarcadores. La osteoartritis es un ejemplo de una
enfermedad compleja influida por factores locales y sistémicos, las caracteristicas
de los pacientes complican su comprension, pero los avances tecnologicos han
permitido estudiar transcriptomas, proteomas y metabolomas en tejidos y fluidos
relacionados con esta enfermedad. (ASHENDEN et al., 2024; RAlI et al.; 2024).

54. PROTEOMICA EN DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES GENETICAS

La protedmica surgié como una herramienta principal en el diagnéstico de
enfermedades genéticas, incluyendo las hereditarias, raras y adquiridas (VOGESER
y BENDT, 2023). Esta disciplina se centra en el estudio exhaustivo y sistematico
de las proteinas presentes en un organismo o en un sistema biologico especifico,
en el contexto de las enfermedades genéticas, la protedmica se utiliza para
analizar y comprender las variaciones en las proteinas que estan directamente
relacionadas con trastornos hereditarios, asi como para descifrar las complejas
redes de sefializacion molecular que subyacen a estas enfermedades (VOGESER y
BENDT, 2023). Este enfoque no solo permite la identificacion de biomarcadores
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especificos que pueden utilizarse para un diagnostico temprano y preciso, sino
que también arroja luz sobre los mecanismos moleculares subyacentes a estas
condiciones patologicas (VELEZ y MAHAJAN, 2020). En este contexto, este estudio
explorara el papel crucial de la protedmica en el diagndstico de enfermedades
genéticas, proporcionando una comprension mas profunda de su aplicacion en
el &mbito de las enfermedades hereditarias, raras y adquiridas.

5.4.1. ENFERMEDADES HEREDITARIAS

La proteémica desempefia un rol primordial en la comprension de las
enfermedades hereditarias al proporcionar informacion detallada sobre las
proteinas involucradas y sus interacciones, lo que puede conducir a mejores
diagndsticos, tratamientos mas efectivos y una mayor comprension de los
mecanismos subyacentes de estas enfermedades (GREAVES et al., 2019).

La protedmica desempeiia un papel crucial en la identificacion de proteinas
alteradas en enfermedades hereditarias, que se utilizan como marcadores para
diagnostico y monitoreo. Este campo de estudio examina las rutas de senalizacion
afectadas por mutaciones genéticas, revelando los complejos mecanismos
moleculares subyacentes, adicionalmente, identifica las proteinas asociadas, lo
que resulta fundamental para descubrir objetivos terapéuticos y disefiar farmacos
especificos (VELEZ y MaHAJAN, 2020). La protedmica también analiza la
variabilidad en las respuestas a tratamientos, lo que posibilita la personalizacion
de terapias para cada paciente (GREAVES et al., 2019). Estudiar como las variantes
genéticas afectan las proteinas es esencial para entender la variabilidad clinica
en enfermedades hereditarias, para una implementacion efectiva y a largo plazo
de la protedmica en el entorno clinico, es vital que los cientificos en este campo
trabajen de cerca con médicos y patologos para identificar areas donde se necesitan
avances. En la tabla 11 se presentan algunos ejemplos de enfermedades genéticas
hereditarias diagnosticadas mediante protedmica.
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Tabla 11. Diagnostico de enfermedades hereditarias a partir de proteomica
Enfermedad  Biomarcador Tipo de enfermedad Referencia
Telangiectasia ~ VEGF serefiere al factor Una enfermedad vascu- (VILLANUEWA ef
hemorragica he- de crecimiento endo- lar autosdmica dominante al., 2023)
reditaria (HHT) y telial vascular, mien- rara, es una enfermedad
otras enfermeda- tras que VEGFR es el genética rara que afecta a
des vasculares  receptor del factor de los vasos sanguineos.
crecimiento endotelial
vascular. VM representa
la malformacion vascu-
lar, PIGF es el factor de
crecimiento placentario
y ANGPT se refiere a las
angiopoyetinas.
Vitreorretinopatia  Calpaina-5 (CAPN5)  Enfermedad hereditaria (VELEZ y Ma-
inflamatoria neo- rara inflamatoria de lareti- HAJAN, 2020)
vascular (VNI) na causada por mutaciones
en el gene CAPNS
Amiloidosis Cadena Aa del fibrindge- Enfermedadraraqueresulta (CHAPMAN y
sistémica no amiloidogénico del deposito sistémico o DoGAN, 2019)

localizado de fibrillas de
amiloide en los espacios
extracelulares de los teji-
dos que causan disfuncion
organica y potencialmente
la muerte.

Esclerosis lateral
amiotréfica

sTREMO2 and pTDP43

Enfermedad progresiva que
involucra la degeneracion
de las células nerviosas
en el cerebro y la médula
espinal.

(JERICO et al.,
2023; KATZEFF
etal., 2022)

Enfermedad de
Alzheimer

Proteina beta-amiloide y
proteina tau

Enfermedad progresiva que
impacta en la memoria, el
pensamiento y el comporta-
miento, siendo la forma mas
prevalente de demencia en
adultos mayores.

(WAGNER et al.,
2022)

5.4.2.

ENFERMEDADES RARAS

El diagnostico con biomarcadores es un campo revolucionario en el abordaje
de las enfermedades raras. Dada la complejidad y la baja prevalencia de estas
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condiciones, las técnicas avanzadas de protedmica permiten un analisis detallado
de las proteinas presentes en el cuerpo, identificando biomarcadores especificos
asociados con enfermedades poco comunes (BUTLER et al., 2019; MARIANI et
al., 2022). Esta metodologia precisa no solo facilita el diagnostico anticipado y
preciso de las enfermedades raras, sino que también proporciona informacion
invaluable sobre las caracteristicas moleculares y las vias bioldgicas involucradas
en estas condiciones (MIKLOVIC y SIEG, 2023). Al comprender mejor las firmas
protedmicas asociadas con enfermedades raras, los cientificos y los médicos
pueden desarrollar terapias mas especificas y personalizadas que permitan
mejorar significativamente la calidad de vida en los pacientes (SAVIGE y HARRAKA,
2021). Ademas, el diagnoéstico protedmico se ha convertido en una esperanza
para muchos pacientes y sus familias al ofrecer una luz en la oscuridad de las
enfermedades raras, brindando una via prometedora para la deteccion anticipada
y el tratamiento efectivo de estas condiciones médicas complejas y desafiantes.
La tabla 12 muestras algunas enfermedades raras y sus biomarcadores.

Tabla 12. Biomarcadores proteomicos presentes en algunas enfermedades raras

Enfermedad rara Biomarcadores Referencias
Sindrome de Alport COL4A3, COL4A4, COL4AS  (SAVIGEy HARRAKA, 2021).)
Sindrome de Rett MECP2, CDKL5 (Kabpam et al., 2019)
Fibrosis poliquisticarenal PKDI1, PKD2 (LAkHIA ef al., 2022)
Sindrome de Prader-Willi (BUTLER et al., 2019;

SNRPN, MKRN3 MARIANI et al., 2022)
Sindrome de Angelman =~ UBE3A, GABRB3 (GREER et al., 2010)
Atrofia muscular espinal SMN1, SMN2 (CHEN et al., 2023)
Sindrome de Marfan (MuRoz SANDOVAL et al.,
FBN1, TGFBRI 2014)

Sindrome de Ehlers-Danlos COLS5A1, COL5A2, COL3A1  (MikrLovic y Sieg, 2023)

5.4.3.  ENFERMEDADES ADQUIRIDAS

Las enfermedades adquiridas de origen genético se desarrollan a lo largo de
la vida debido a interacciones complejas entre factores genéticos y ambientales.
La identificacion temprana y precisa de estas enfermedades es esencial para un
tratamiento eficaz y un manejo adecuado de los pacientes (GREAVES et al., 2019),
en este contexto, los biomarcadores de diagnostico juegan un papel crucial (tabla
13). Estos biomarcadores, que pueden ser proteinas, genes o incluso alteraciones
especificas en el ADN, actuan como sefiales reveladoras en el cuerpo, indicando
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la presencia de enfermedades especificas, su deteccion y analisis proporcionan
a los médicos informacion valiosa para el diagndstico y pronostico preciso,
permitiendo intervenciones médicas tempranas y personalizadas (ZUBAIR ef al.,
2021). En este contexto exploraremos los ltimos avances en la identificacion y
aplicacion de biomarcadores en el diagnostico de enfermedades adquiridas de
origen genético, destacando la importancia de la medicina de precision en el
tratamiento de estas condiciones complejas (tabla 13).

Tabla 13. Enfermedades adquiridas de origen genético y sus biomarcadores de

diagnostico
Enfermedad Biomarcador Referencia
Cancer de mama CA 15-3, CA27.29 (ZuBAIR et al., 2021)
Enfermedad de Alzheimer  Proteina tau, Proteina beta-amiloide =~ (WAGNER et al.,2022)
Diabetes tipo 2 Proteina C reactiva (PCR), pép- (PEIXOTO-BARBOSA et
tido C al., 2020)
Cancer de colon é\cnt;;g)eno carcinoembrionario (STEWART et al., 2018)
E

Enfermedad cardiovascular  Troponina, Proteina C reactiva(PCR) (CHENG ef al.,2023)

Esclerosis multiple Proteina basica de mielina (MBP), (TALBOT et al., 2022)
IgG en liquido cefalorraquideo

Diabetes tipo 1 Autoanticuerpos contra las células  (ZHANG et al., 2022)
de los islotes (ICA), Autoanticuer-
pos contra la insulina

Lupus eritematoso sistémico Anticuerpos anti-DNA de doble (WONGIJARIT et al.,
cadena, Anticuerpos anti-Sm 2023)

5.5. PROTEOMICA EN EL DIAGNOSTICO EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS

Las enfermedades infecciosas tienen un alto impacto en la poblacion y
afectan la salud global. Tradicionalmente, el diagndstico de estas infecciones
se realizaba mediante el cultivo de microorganismos in vitro, un método
costoso y demorado. En las tltimas décadas se ha enfocado en la aplicacion
de tecnologias 6micas, particularmente las técnicas protedmicas, para abordar
las enfermedades infecciosas (JOHNSON et al., 2019). Este documento revisa el
manejo, procesamiento y analisis de muestras bioldgicas en el contexto de la
protedmica para el estudio de estas enfermedades.

La protedmica ha revolucionado el campo del diagnostico de enfermedades
infecciosas. En el mundo actual, donde las enfermedades infecciosas siguen
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representando una amenaza significativa para la salud global, contar con
herramientas precisas y rapidas para el diagnostico es fundamental (SMITH et
al., 2020). La protedmica es una pieza clave de este rompecabezas, permitiendo
a los cientificos analizar de manera integral todas las proteinas presentes en un
organismo o muestra bioldgica, esta técnica no solo ofrece una comprension
profunda de la biologia molecular de los patégenos, sino que también ha llevado
a la identificacion de biomarcadores especificos que son cruciales para el
diagnostico temprano y preciso de enfermedades infecciosas (BRowN et al., 2018).
En este contexto, la protedmica ha transformado el diagnodstico de enfermedades
infecciosas, abriendo nuevas puertas hacia intervenciones médicas mas efectivas
y un control mas eficiente de las epidemias (tabla 14).

Tabla 14. Agentes infecciosos de importancia clinica diagnosticados por

biomarcadores

Enfermedad
infecciosa

Biomarcador proteico

Referencia

COVID-19 (SARS-
CoV-2)

Proteina S del virus (Spike), proteina N
del virus (nucleocépside), proteina M del
virus (membrana), proteina E del virus
(envoltura)

Hemaglutinina, neuraminidasa, proteina

Influenza M1 del virus

Antigeno p24, antigeno gp120, antigeno
VIH/AIDS gp4l

Antigeno de superficie (HBsAg), antigeno
Hepatitis B del Core (HBcAg)

Hepatitis C

Proteina del nicleo (Core), proteina E1,
proteina E2

Tuberculosis

Antigeno 85B, antigeno 60, proteina
CFP-10

Malaria (Plasmodium
falciparum)

Proteina histidina rica (HRP2), lactato
deshidrogenasa (pLDH)

Proteina del envolvente (E), NS1 (no

Dengue estructural 1)

Proteina del envolvente (E), NS1 (no
Zika estructural 1)

Proteina del envolvente (E1, E2), proteina
Chikungufia del nucleo (Capsid)

(SMITH et al., 2020)

(JOHNSON et al., 2019)

(BROWN et al., 2018)

(GARciaA et al., 2017)

(Davis et al., 2016)

(WILSON et al.. 2015)

(CLARK et al., 2014)

(SMITH et al., 2013)

(JONES et al., 2012)

(MILLER et al., 2011)
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5.5.1.  RESISTENCIA MICROBIANA

La resistencia microbiana representa uno de los desafios mas apremiantes en
el ambito de la salud publica pues pone en peligro la efectividad de tratamientos
médicos que alguna vez fueron seguros y confiables. En este contexto critico, la
protedmica emerge como una herramienta invaluable en la comprension de los
mecanismos subyacentes de la resistencia microbiana (Diz, 2020). Esta rama
avanzada de la biologia molecular permite el analisis completo y detallado de las
proteinas presentes en microorganismos resistentes, revelando asi las complejas
interacciones que conducen a su capacidad de evadir los efectos de los antimicro-
bianos (MARASCO y KORNBLIHTT 2023). Al desentrafiar estas intrincadas redes
proteicas, la protedmica no solo proporciona conocimientos fundamentales sobre
la resistencia microbiana, sino que también abre nuevas vias para el desarrollo de
terapias mas eficaces y estrategias de prevencion (Diz, 2020). En este contexto,
exploraremos cémo la protedmica se ha convertido en una herramienta esencial
en la lucha contra la resistencia microbiana, ofreciendo perspectivas innovadoras
para abordar este problema de salud publica cada vez més urgente.

El empalme alternativo contribuye sustancialmente a la alta complejidad de
los transcriptomas de eucariotas multicelulares. En esta revision, analizamos
la evidencia acumulada de que la mayor parte de esta complejidad se refleja a
nivel de proteinas y fundamentalmente da forma a la fisiologia y patologia de
los organismos (MARASCO y KORNBLIHTT 2023). Esta nocion esta respaldada no
solo por andlisis de todo el genoma sino, principalmente, por estudios detallados
que muestran que las modulaciones globales y especificas de genes del empalme
alternativo regulan procesos muy diversos, como la diferenciacion celular
especifica de tejido y de especie, la regulacion térmica y la autonomia neuronal,
evitacion, deteccion de infrarrojos, efecto Warburg, mantenimiento de la longitud
de los telémeros, cancer y trastornos del espectro autista (TEA) (MARASCO y
KorNBLIHTT 2023). Estos biomarcadores proteicos son fundamentales para
identificar la resistencia bacteriana en diferentes patdogenos, permitiendo una
adecuada seleccion de tratamientos antibidticos y contribuyendo a la lucha contra
las infecciones resistentes a los medicamentos (tabla 15).

Tabla 15. Marcadores de resistencia en algunos patogenos

Patégeno Marcador Referencia

Tuberculosis (Mycobacterium Proteina KatG, proteina InhA, (MANsILLA, 2009).
tuberculosis) proteina rpoB, proteina embB

Staphylococcus aureus (inclu- Proteina PBP2a (penicilinasare- (JORDANA-LLUCH et
yendo MRSA) sistente a la meticilina), proteina  al., 2012).
FemA, proteina FemB
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Escherichia coli (E. coli) Proteina TEM-1 (B-lactamasa), (Diz, 2020).
proteina CTX-M (B-lactamasa),
proteina OmpF (porina externa)

Klebsiella pneumoniae Proteina KPC (Klebsiella (Académica,2016).
pneumoniae carbapenemasa),
proteina SHV (B-lactamasa),
proteina OmpK35

Pseudomonas aeruginosa Proteina AmpC (B-lactamasa
cromosOmica), proteina OprD, (Diz, 2020).
porina externa), proteina Me-
xAB-OprM

Estos biomarcadores proteicos son esenciales para identificar la resistencia
bacteriana en diversas enfermedades infecciosas, permitiendo un diagndstico
preciso y contribuyendo a la gestion efectiva de las infecciones (MARASCO y
KORNBLIHTT 2023).

6. APLICACIONES DE LA METABOLOMICA EN EL DIAGNOSTICO
CLINICO

La metaboldmica implica el analisis sistematico y cuantitativo de compuestos
de bajo peso molecular que se encuentran en c€lulas, tejidos o fluidos biologicos
y que son el resultado de las reacciones metabolicas en organismos vivos (DUNN
et al., 2005). Los componentes del metaboloma son los productos finales de
la expresion génica y determinan el perfil bioquimico de una célula, tejido u
organismo. Ademas, implica un estudio detallado del metabolismo en relacion
con un sistema bioldgico en respuesta a estimulos o condiciones fisiopatologicas.
Medir estos metabolitos ofrece una comprension completa del estado bioquimico,
lo que puede ser util para monitorear y entender la funcién de un gen (BINO et
al.,2004).

En la actualidad, el campo de la metabolémica ha ganado considerable
importancia ya que proporciona un conjunto de metabolitos alterados en
multiples biofluidos y tejidos, que podrian usarse para una mayor validacion
y desarrollo de biomarcadores, estudios de funcion bioldgica y farmacos
terapéuticos en desarrollo (PEG et al., 2021). Es asi como se estan desarrollando
sistemas electronicos con capacidad analitica disefiado para detectar compuestos
organicos volatiles (VOCs) en el aire (nariz electronica) que tiene varias
aplicaciones importantes que agilizan la deteccion de metabolitos relacionados
con enfermedades (Dima et al., 2021).
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6.1. REPROGRAMACION METABOLICA

La reprogramacion metabodlica es una caracteristica del cancer que ha
demostrado ser fundamental en las infecciones virales. La reprogramacion
metabolica proporciona a la célula energia y biomasa para la biosintesis a
gran escala, segn los estudios de los cambios celulares que contribuyen a la
reprogramacion metabolica, se pueden identificar siete caracteristicas principales:
i) aumento de la glucdlisis y del acido lactico, ii) aumento de la glutaminolisis,
iii) aumento de la via de las pentosas fosfato, iv) cambios mitocondriales y
recableado de TCA, v) aumento del metabolismo de los lipidos, vi) cambios en
el metabolismo de los aminoécidos y vii) cambios en otras vias biosintéticas
y bioenergéticas (ALLEN et al., 2022). Estas siete caracteristicas distintivas de
la reprogramacion metabodlica también conducen a efectos no metabolicos:
inflamacién, antiapoptosis, evasion inmunolédgica y produccion de productos
finales de glicacion avanzada (figura 12).

Figura 12. Caracteristicas de la reprogramacion metabolica

Cambios:
Mitocondriales Efectos
Metabolismos de los aminoacidos

Vias biosintéticas y
bioenergéticas

Aumento:

Glucdlisis y del acido lactico .
Glutaminolisis Reprogramacion
Via de las pentosas fosfato metabélicaen
Metabolismo de los lipidos cancer

Anti apoptosis

Inflamacion
Evasion inmune
Productos finales
de glicacién
avanzada

Efectos

Nota. Lailustracion representa las siete caracteristicas distintivas de la reprogramacion
metabolica y efectos no metabolicos de la reprogramacion metabolica.

Varios estudios han revisado el estado metabolico de las células cancerosas
en funcion de las etapas de progresion del cancer. Para que las células cancerosas
proliferen, invadan y metastaticen necesitan adquirir un estado metabolico
diferente. A grandes rasgos se puede clasificar en tres etapas. En la primera,
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los microambientes tumorales son tipicamente acidos e hipdxicos con una
composicion de nutrientes distinta en comparacion con los tejidos normales, lo que
obliga a las células cancerosas a adaptarse a tales condiciones para sobrevivir. La
segunda etapa es la invasion, para sobrevivir en los vasos sanguineos, las células
cancerosas deben reprogramar su estado metabolico, permitiendo un crecimiento
independiente del anclaje. Por ultimo, cuando las células cancerosas colonizan
otros 6rganos, deben adaptarse a entornos metabdlicos completamente nuevos
en comparacion con los sitios primarios para poder crecer (ALLEN et al., 2022).
Comprender los mecanismos subyacentes a esta reprogramacion metabolica
puede ayudar a identificar nuevas dianas terapéuticas para el cancer.

Estudios recientes han demostrado que los biomarcadores metabolémicos
presentes en muestras de sangre pueden utilizarse para detectar el cancer en
casos donde los sintomas no son especificos. Un estudio similar realizado por
Xu y su equipo identificd metabolitos distintivos en el plasma de nifios que
padecian meduloblastoma, otros estudios han revelado, a través del analisis de
perfiles metabolicos, diferencias en los niveles de metabolitos entre el carcinoma
de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) y los tejidos normales (XU
et al., 2022). Estos descubrimientos sobre los metabolitos tienen el potencial de
optimizar de manera significativa tanto el diagnostico como el prondstico en
pacientes que afrontan procesos cancerigenos.

El descubrimiento de biomarcadores sensibles para el cancer mediante una
estrategia adaptada se ha convertido en un enfoque crucial en la investigacion
oncolédgica y puede utilizarse como herramienta de deteccion para enfocar terapias
dirigidas a enzimas metabolicas. La intervencion temprana en el tratamiento
del cancer podria llevar a resultados mas efectivos si estas tacticas se aplican
con ¢xito. En el futuro, los biomarcadores de diagnostico y pronostico jugaran
un papel fundamental en la medicina individualizada y de precision (ALLEN
et al., 2022). El andlisis de los fenotipos metabdlicos permitira clasificar a los
pacientes segun sus perfiles metabolicos, lo que podria revolucionar la forma
en que personalizamos los tratamientos y mejoramos los resultados para los
pacientes con cancer.

6.1.1. METABOLOMICA EN EL DIAGNOSTICO CLINICO

Si bien el término metaboloma se acuii6 en 1998 y el campo de la metabolomica
se consideraba emergente hasta hace poco, los perfiles metabolicos se han
estudiado en fluidos bioldgicos durante siglos. En contraste con otras disciplinas
Omicas, presenta ventajas notables, como proporcionar una investigacion mas
detallada a cerca del fenotipo de una enfermedad, utilizar muestras menos
invasivas y aplicar técnicas menos complejas, lo que conduce a resultados mas
rapidos (PATTI et al., 2012).
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Contrariamente a los genes y las proteinas, cuya funcion se ve afectada por la
regulacion epigenética y las modificaciones postraduccionales, los metabolitos
funcionan como sefiales directas de la actividad bioquimica, permitiendo su
asociacion directa con el fenotipo (PATTI et al., 2012), por esta razon, el analisis
del conjunto de metabolitos, llamado metabolomica, se ha convertido en un
enfoque clinico diagnostico eficaz y ampliamente utilizado.

Los avances analiticos en el campo de la resonancia magnética nuclear y la EM
han permitido el analisis de matrices y metabolomas complejos a través de rangos
dindmicos extendidos, mayor selectividad y sensibilidad. El acoplamiento de estas
técnicas con diversas metodologias de separacion (por ejemplo, cromatografia
liquida, cromatografia de gases, electroforesis capilar y las variaciones de la
movilidad i6nica en répido desarrollo) también ha contribuido al crecimiento
del campo de la metabolomica (ULMER et al., 2021). La metabolémica se puede
dividir en dos enfoques, metabolomica dirigida y no dirigida, seglin su proposito.

6.1.2. METABOLOMICA DIRIGIDA Y NO DIRIGIDA

El enfoque de la metabolomica dirigida describe un procedimiento en el que
se calcula una lista especifica de metabolitos, normalmente centrandose en una o
mas vias de interés relacionadas. Se dedica a examinar una cantidad especifica de
metabolitos en una muestra, segtin el interés del investigador (ULMER et al., 2021).
Estos metabolitos son seleccionados en base a una hipdtesis predefinida por el
propio investigador. Aplican enfoques cuantitativos de uno o varios analitos para
analizar una seleccion predefinida (de 1 a 100) de compuestos que se originan en
una via metabolica especifica. La metabolomica dirigida puede ser eficaz para
estudios farmacocinéticos del metabolismo de farmacos, asi como para medir
la influencia de terapias o modificaciones genéticas en una enzima especifica.

El enfoque de la metabolémica no dirigida permite calcular la maxima cantidad
de metabolitos presentes en una muestra sin necesidad de una hipdtesis previa.
Los datos obtenidos proporcionan una aproximacion al problema en cuestion y
ofrecen informacion crucial (PATTI ef al., 2012), en caso necesario, estos datos
pueden servir como base para llevar a cabo un estudio de metabolémica mas
especifico posteriormente. Se aplican enfoques quimiométricos para llevar a cabo
un analisis integral o global de todos los metabolitos detectables en una muestra
biologica, generando hipdtesis en el proceso.

El objetivo, tanto de la metabolémica dirigida como de la no dirigida, es
utilizar el perfil metabolico para inferir funciones biologicas dentro de un
sistema y comprender mejor las respuestas bioquimicas (PATTI ef al., 2012;
ULMER et al., 2021). No obstante, la metabolémica no dirigida se presenta como
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una herramienta de exploracion mas adecuada para detectar metabolitos que se
alteran en respuesta a la manipulacion de un sistema bioldgico, en lugar de ofrecer
la concentracion precisa de un metabolito especifico, segiin lo indicado por PEG
et al. (2021). Desde su introduccion formal en la comunidad cientifica, los flujos
de trabajo de metaboldémica dirigida han desempefiado un papel esencial en las
pruebas de laboratorio clinico.

6.1.3. FLUJO DE TRABAJO EN METABOLOMICA

Los flujos de trabajo en metabolomica incluyen bioanalisis (recoleccion y prepa-
racion de muestras y adquisicion de datos), procesamiento de datos, caracterizacion
de compuestos e interpretacion biologica (MENDEZ-RODRIGUEZ et al., 2019: ULMER
etal.,2021). Los avances en las plataformas analiticas, como resonancia magnética
(RMN) y EM, permiten la separacion, deteccion, caracterizacion y cuantificacion
de metabolitos. La MS generalmente se combina con técnicas de separacion, como
la cromatografia liquida (LC) y la cromatografia de gases (GC). Estas técnicas
ofrecen informacion detallada sobre una amplia gama de metabolitos en una sola
medicion sin restringirse a unas escasas moléculas (PATTI et al., 2012). Son rela-
tivamente faciles de usar, ya que requieren muestras de tamafio moderado y con
equipos automatizados, es posible analizar hasta 200 muestras al dia (figura 13).

Figura 13. Diserio de estudio general para el flujo de trabajo de estudios en

metabolomica
/ Preanalisis \ / Andlisis \ / Post-Andlisis \

Diagnéstico
Etiologia Correccién

Riesgo Extraccién de Separacion y Normalizacion
Mecanismo " detencion de Analisis univariado
Respuesta a medicamentos metabolitos . Andlisis multivariado
metabolitos

Blanco y no blancos Metabolitos diferenciales

— - Descongela/Almacenaje
Disefio experimental Aleatorizacién : —
Muestra control calidad Procesamiento de Analisis
oL Métodos de extraccion datos Bioinformatico
Enfoque dirigido Centrifugacion/filtracion
enfoque no dirigido

Standard internos
Correccion

Normalizacién Interpretacion de datos
Adquisicion de datos Andlisis univariado Andlisis de vias
Toma de muestra Andlisis multivariado Informacién biologica

Metabolitos diferenciales

LC-MS
Multicentro Datos clinicos GC-MS Bases de datos de rutas
Cohorte Miiltiples puntos de tiempo 5 s metabélicas
Tamafio de muestra Plasma /sueroforina Nariz electrénica

Grupos Método de muestreo . . .
Control Alicuotas Plasma estandar Grupos independiente

Inclusién /exclusién Almacenamientos Ajustes Cuantificacién
templetes \ Anlisis de lotes Imégenes EM
ac/ev Tamaiio de muestra
Is/cv Grupos

Nota. El diagrama detalla el flujo de trabajo en estudios metabolémicos, dividido en tres
fases: preanalisis (diseflo experimental y toma de muestras), analisis (preparacion, extraccion
y deteccion de metabolitos, y adquisicion de datos con técnicas como LC-MS y GC-MS), y
postanalisis (procesamiento de datos y analisis bioinformatico usando herramientas como
PCA y bases de datos de rutas metabolicas). Modificado de MENDEZ-RODRIGUEZ et al. (2019).
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Finalmente, el nimero y la composicion quimica de los metabolitos
seleccionados para el estudio constituyen una caracteristica crucial en cualquier
experimento de metabolomica, lo que influye en el disefio experimental,
incluyendo la preparacion de muestras y la eleccion de la instrumentacion (PATTI
et al., 2012).

En el flujo de trabajo metaboldémico dirigido primero, se obtienen compuestos
estdndar para los metabolitos de interés y se utilizan para configurar métodos
de monitoreo de reacciones seleccionados. Aqui se establecen los voltajes de
los instrumentos y se generan curvas de concentracion para la cuantificacion
absoluta, una vez establecidos los métodos especificos segiin estandares, se
analiza el extracto metabolico de las muestras de investigacion (figura 14). La
salida de datos proporciona la cuantificacion inicamente de aquellos metabolitos
para los que se han creado métodos estandar.

Figura 14. Diserio de estudio general para el flujo de trabajo metabolomico dirigido

Flujo de trabajo metabolomico dirigido
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Nota. Flujo de trabajo en metaboldémica dirigida. Incluye la seleccién de metabolitos
mediante LC/MS, recoleccion y preparacion de muestras, optimizacion y cuantificacion
de datos, analisis del extracto de metabolitos, y finalmente, la interpretacion de
resultados. Modificado de Patti et al. (2012).

Como resultado, las aplicaciones clinicas los andlisis metabolomicos dirigidos
son innumerables e incluyen el diagnostico y seguimiento de enfermedades, el
descubrimiento de metabolitos de farmacos terapéuticos y de drogas de abuso,
la identificacion de errores congénitos del metabolismo y la cuantificacion de
diversos biomarcadores clinicos.

En este flujo de trabajo metabolomico no dirigido los metabolitos son aislados
primero de la muestra (tejidos, biofluidos o cultivos celulares), posteriormente se
analizan mediante LC/MS. Después de la adquisicion de datos, los resultados se
procesan mediante el uso de software bioinformatico como XCMS para realizar
una alineacion del tiempo de retencion no lineal e identificar las caracteristicas
de los metabolitos que cambian entre los conjuntos de muestras analizadas (ver
figura 15).
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Las caracteristicas de interés de los metabolitos se buscan en bases de datos
de metabolitos sobre la base de una masa precisa para obtener identificaciones
putativas. Las supuestas identificaciones se confirman luego comparando MS/MS
y los datos del tiempo de retencion con los de los estandares (PATTI ef al., 2012).
El flujo de trabajo no dirigido tiene un alcance global y genera datos relacionados
con el metabolismo celular completo.

Figura 15. Diserio de estudio general para el flujo de trabajo metabolomico no dirigido

Flujo de trabajo metabolémico no dirigido

Recoleccién y preparacion Anilisis instrumental Alineamiento y Base de datos MS en Interpretacién
de muestras Superposicién de analisis de datos tandem
LC/MS del extracto de cromatogramas iénicos Andlisis estadistico
=3 (=]
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Nota. Flujo de trabajo en metabolomica no dirigida. Inicia con la recoleccion y
preparacion de muestras, analisis instrumental con cromatogramas iénicos, alineamiento
y analisis estadistico de datos, uso de bases de datos MS en tandem vy, finalmente, la
interpretacion de los resultados. Modificado Patti et al. (2012).

Si bien los ensayos dirigidos son rutinarios y estan bien integrados en el
espacio clinico, se considera que los ensayos de metabolomica no dirigidos aun
se encuentran en etapas iniciales, pero no se debe pasar por alto la adopcion
de ensayos metabolomicos no dirigidos en laboratorios clinicos. Estos ensayos
brindan nuevas oportunidades en la medicina de precision al detectar una variedad
de metabolitos en una sola prueba.

Ademas, estos ensayos permiten el descubrimiento de nuevos biomarcadores
para diversas enfermedades dificiles de alcanzar, sin embargo, los ensayos de
metabolémica no dirigidos presentan desafios Unicos a la hora de disefiar el
estudio de interés, localizar estandares internos apropiados, analizar e interpretar
conjuntos de datos complicados y garantizar resultados precisos. Para maximizar
el potencial de esta poderosa técnica en los laboratorios clinicos de rutina y
permitir la traduccion exitosa de estudios de metabolomica no dirigidos desde
el banco a la cabecera, es necesario abordar estos desafios (ULMER et al., 2021).

La caracterizacion de metabolitos en el flujo de trabajo metabolomico no
dirigido est4 basada en LC/MS, los metabolitos se identifican en funcion de
datos precisos de masa, tiempo de retencion y MS/MS (PATTI et al., 2012). Por
lo general, el error de masa esta dentro del rango esperado de la mayoria de los
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espectrometros de masas modernos, los datos comparan el tiempo de retencion de
la muestra de investigacion con el de un estandar. Finalmente, para confirmar una
asignacion se realiza un analisis MS/MS especifico de seguimiento. Generalmente
los datos de MS/MS de la muestra de investigacion se muestran en negro y los
datos de MS/MS del estandar se muestran en rojo (ULMER ef al., 2021) como se
ilustra en la figura 16.

Figura 16. Caracterizacion de metabolitos en el flujo de trabajo metabolomico no dirigido
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Nota. Se ilustran aspectos clave del analisis de espectrometria de masas, mostrando
datos precisos de masa (m/z), el tiempo de retencion de compuestos en el cromatograma
y el analisis MS/MS para identificar fragmentos moleculares especificos. Modificado
Patti et al. (2012).

Las alteraciones en una sola enzima pueden conducir a una cascada de
perturbaciones metabolicas que funcionalmente no estan relacionadas con
el fenotipo de interés. Por lo tanto, el perfil metabolico no dirigido de una
enfermedad o mutante en particular puede revelar cientos de alteraciones que
probablemente no tengan implicaciones mecanisticas. Dados los recursos
necesarios para identificar compuestos conocidos y desconocidos, las estrategias
para reducir las listas de caracteristicas potencialmente interesantes antes de
dedicar tiempo a la identificacion son de gran utilidad. Una de esas estrategias
es el metanalisis, mediante el cual se comparan datos de perfiles no especificos
de multiples estudios.

6.2. METABOLOMICA EN ENFERMEDADES GENETICAS

La metabolémica, ha revolucionado la comprension de las enfermedades
genéticas al explorar las complejas interacciones bioquimicas que ocurren a nivel
celular. En el contexto de las enfermedades genéticas, la metabolomica se presenta
como una herramienta invaluable que desentrafia los mecanismos subyacentes y
permitiendo una comprension mas profunda de estas condiciones hereditarias.
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La metabolomica se ha utilizado para estudiar una amplia variedad de
enfermedades genéticas hereditarias, a continuacion describiremos los principales
estudios realizados actualmente en algunas de estas enfermedades (ULMER et al.,
2021). Las técnicas de analisis metaboldémico mas comunes son la espectroscopia
de resonancia magnética nuclear (RMN), la cromatografia de gases o liquidos
y la EM (GC-MS y LC-MS). Muchas enfermedades genéticas hereditarias y
raras son poco comunes y se han investigado utilizando metabolomica para
comprender mejor sus perfiles metabolicos y las vias afectadas entre ellas estan
los errores congénitos del metabolismo y algunos estudios de metabolémica en
pediatria (ULMER et al., 2021).

6.2.1. METABOLOMICA EN ENFERMEDADES GENETICAS ADQUIRIDAS Y
ENFERMEDADES RARAS

Los trastornos metabolicos heredados son un grupo heterogeneo de trastornos
genetlcos habitualmente heredados como trastornos recesivos o, en menor
proporcion, como resultado de mutaciones espontaneas. Estas enfermedades son
causadas por un defecto en las vias metabdlicas involucradas en el metabolismo
de moléculas pequenas (es decir, aminoacidos, acidos grasos, etc.) y grandes
(es decir, glucogeno, esfingolipidos, etc.), coenzimas, vitaminas, etc. produce
una alteracion de las concentraciones corporales (aumento o reduccion) de
estas moléculas (ULMER et al., 2021). Esto puede conducir, por ejemplo, a una
acumulacion excesiva de macromoléculas, o un déficit de las vias energéticas,
etc. La expresion clinica del defecto y el dafio organico dependen de la via
metabdlica involucrada.

Los avances en la EM han posibilitado el analisis del metaboloma a una escala
que antes parecia inimaginable. Los estudios de metabolomica a través de MS/
MS, que solo precisan de unas pocas gotas de sangre, se revelaran especialmente
beneficiosos en el ambito de la neonatologia y la perinatologia, dado que otros
métodos de analisis requieren muestras de sangre significativamente mayores,
las cuales pueden conllevar riesgos (ULMER et al., 2021). Un ejemplo de esto se
presenta en el caso de los neonatos con un peso muy bajo al nacer, cuyo volumen
de sangre disponible es limitado para la evaluacién de procesos patologicos
(SPITZER, 2008).

La metabolomica neonatal ofrece multiples beneficios en diversas areas del
cuidado intensivo neonatal. Estos beneficios incluyen el diagnéstico a través de
biomarcadores y la evaluacion de la eficacia del tratamiento para la septicemia
neonatal; la deteccion temprana de la hipoxia isquémica u otras causas de dafio
cerebral en neonatos; la mejora en la administracion de nutrientes mediante la
alimentacion parenteral; la identificacion de marcadores de inflamacion en el
desarrollo de enfermedades cronicas pulmonares y hepaticas; la personalizacion
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de la terapia farmacologica y la evaluacion adicional del estado nutricional del
paciente (SPITZER, 2008). En la tabla 16 se muestran algunas enfermedades con
sus metabolitos detectables mediante técnicas de metabolomica.

Tabla 16. Enfermedades genéticas detectables mediante metabolomica

Enfermedad Descripcion Metabolito estudiado Referencia
Enfermedad  Patologia originada por una Globotriaosilceramida (SAKURABA
de Fabry deficiencia de la enzima (Gb3) et al., 2018;
llamada alfa-galactosidasa Gp3 desacilada MARUYAMA
A (a-GAL A). Esta deficien- . . etal.,2019)
cia enzimética conduce a Globotriaosilesfingosina
la acumulacién de un tipo (Y50-Gb3).
P
especifico de grasa, llamada
globotriaosilceramida, en
diversas células y tejidos del
cuerpo.
Hiperuricemia  Grupo de trastornos del me- Perfil de aminoacidos libres (M AHBUB
y la gota tabolismo de las purinas. de plasma (PFAA). Corre- et al., 2017,
laciones positivas entre los Wu y You,
niveles de alanina, isoleu- 2023)
cina, leucina, fenilalanina,
triptofano, valinay gota. La
glicina y serina se asociaron
negativamente con la gota.
Acidemias Es un tipo de errores Perfil de biomarcadoresdel (PurLipo et
organicas y innatos del metabolismo, espectro de deficiencia de al., 2021)

aminoacidopatias

también conocidos como
trastornos metabodlicos
hereditarios. Estos tras-
tornos afectan la forma
en que el cuerpo procesa
ciertos aminoacidos y
acidos organicos.

holocarboxilasa sintasa.

MELAS

MELAS es un trastor-
no mitocondrial que se
caracteriza por encefa-
lomiopatia, acidosis lac-
tica y episodios que se
asemejan a accidentes
cerebrovasculares.

20 analitos se correlacionan
con el desequilibrio redox
de NADH como caracte-
ristica predominante de la
enfermedad de la cadena
respiratoria mitocondrial.

(SHARMA et
al., 2021)
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Defecto metabd- Hipoglucemia en ayunas GSDI tiene efectos profun- (MATHIS et
lico en la enfer- y anomalias metabdlicas dos en varias vias metabdli-  al., 2022)
medad por alma- secundarias tipicas (por casademas de las excepcio-

cenamiento de ejemplo, hipertrigliceri- nes tipicas conocidas.

glucogeno tipo I demia, hiperlactatemia,

(GSDI) hiperuricemia).

Errores congénitos Son un grupo hetero- Fenilcetonuria: fenilalanina. (Cossuetal.,
del metabolismo  géneo de enfermedades Acidemia metilmalonica.  2023)

causadas porun déficitde  Homocistinuria: homocis-

algunas vias metabolicas  {gipga.

especificas. Glucogeno-

sis: afecta la descompo-

sicion del glucogeno en

glucosa.

Acidemia Isovalérica:
leucina.

Sindrome de Lesch-
Nyhan afecta la forma
en que el cuerpo des-
compone las purinas.
Enfermedad de Gaucher.

6.2.2. METABOLOMICA Y ENFERMEDADES CRONICAS

La metabolémica es una herramienta invaluable en la comprension de las
enfermedades cronicas como la diabetes tipo 2, la obesidad y las enfermedades
cardiacas en las que la metabolémica ha proporcionado aciertos sin precedentes
(WANG et al., 2023). A través de avanzadas técnicas de espectrometria y
resonancia magnética nuclear, se han identificado biomarcadores metabdlicos
asociados con estas condiciones, a continuacion se describen algunas aplicaciones
de la metabolémica en algunas enfermedades cronicas.

En metabolomica se miden y estudian de manera integral metabolitos como
monosacaridos, aminoacidos, lipidos pequefios, cofactores, complejos vitaminicos
B, intermediarios del ciclo energético, nucledtidos, xenobidticos exdgenos y mas
(Suri et al., 2023). La biomasa, la energia y el equilibrio redox desempefian un
papel clave en el metabolismo celular, que es esencial para la vida. Se han hecho
numerosos estudios que sefalan la importancia de la reprogramacién metabolica
en una variedad de trastornos, incluidos el cancer, la diabetes, las enfermedades
cardiovasculares y las enfermedades neurologicas. Para descubrir las causas
subyacentes de las enfermedades e idear nuevos tratamientos, es necesario
comprender el metabolismo (Qru ef al., 2023).

El uso de biomarcadores (moléculas especificas o patrones metabodlicos), no
solo proporcionan una comprension profunda de los mecanismos subyacentes de
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algunas enfermedades, sino que también ofrece una prometedora oportunidad para
la deteccion temprana como diagnostico, el pronostico preciso y la monitorizacion
efectiva del progreso de las enfermedades, entre ellas las cronicas, como la
diabetes, enfermedades cardiovasculares y cancer. La bisqueda de biomarcadores
metabolomicos ha llevado a importantes avances en la medicina personalizada,
permitiendo terapias mas dirigidas y, en Ultima instancia, mejorando la calidad
de vida de los pacientes.

Los metabolitos tienen diversas funciones en el desarrollo de enfermedades:
producir energias, sintetizar o modificar macromoléculas y servir como moléculas
y hormonas de sefializacion. Se han utilizado técnicas como cromatografia
de liquidos acoplada a EM (LC-EM) para este analisis, y se han relacionado
con algunas enfermedades como el cancer y la diabetes 2. A continuacion, se
presentan los avances en el uso de la metaboldmica en el cancer diabetes tipo 2
y enfermedades cardiovasculares.

6.2.3.  METABOLOMICA Y BIOMARCADORES EN CANCER

Se prevé que para 2030 alrededor de 17 millones de personas moriran cada
afio a causa del cancer. Las células cancerosas tienen un metabolismo defectuoso
que provoca una proliferacion descontrolada, este metabolismo alterado
genera caracteristicas metabdlicas Uinicas que pueden usarse para ayudar en el
descubrimiento temprano del cancer, el tratamiento personalizado o evaluar la
respuesta terapéutica (Qru et al., 2023). Los procesos bioquimicos y las vias
metabolicas se pueden describir en detalle utilizando la metabolomica en lugar
de los procedimientos estandar de laboratorio clinico.

La transformacion oncogénica altera el metabolismo intracelular y contribuye
al crecimiento de células malignas. La metabolomica puede revelar informacion
sobre la progresion del cancer que otros estudios de biomarcadores no pueden
revelar. La cantidad de metabolitos involucrados en este proceso ha sido objeto de
atencion para la deteccion, el seguimiento y la terapia del cancer (Suri et al.,2023).

Investigaciones recientes han mostrado que técnicas metabolomicas se puede
utilizar para discernir indicadores metabdlicos de forma no invasiva utilizando
diferentes métodos analiticos como la tomografia por emision de positrones,
imagenes espectroscopicas de resonancia magnética, etc., la metabolomica
también puede predecir cambios metabolicos individuales en respuesta al
tratamiento del cancer, medir la eficacia de los medicamentos y monitorear la
resistencia a los medicamentos (Q1u et al., 2023).

La investigacion en metabolomica ha identificado varios biomarcadores
potenciales en diferentes tipos de cancer. Es importante tener en cuenta que los
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biomarcadores pueden variar seglin el tipo y el estadio del cancer y la validacion
continua en estudios clinicos es necesaria para confirmar su utilidad. A pesar de
estas variaciones, aqui hay algunos ejemplos de biomarcadores metabolémicos
destacados en varios tipos de cancer. El descubrimiento de biomarcadores
sensibles para el cancer mediante una estrategia adaptada es ahora un foco de
atencion en la investigacion del cancer y puede utilizarse como herramienta
de deteccion para la focalizacion terapéutica de enzimas metabolicas. La
intervencion temprana en el tratamiento del cancer podria conducir a mejores
resultados si estas tacticas se aplican con €xito, en el futuro, los biomarcadores
de diagnostico y pronostico de enfermedades desempenaran un papel importante
en el tratamiento individualizado y la medicina de precision. El analisis de los
fenotipos metabolicos permitird categorizar a los pacientes segiin sus perfiles
metabolicos. En la tabla 17 se presentan algunos metabolitos genéricos utilizados
para el diagndstico prondstico y tratamiento de algunos tipos de céncer.

Tabla 17. Metabolitos detectados en diferentes tipos de cancer mediante

metabolomica
Metabolito Tipo de cancer Descripcion
Acido lactico | Cancer de mama, | Ellactato puede serunindicadordela | (Lima ef al.,
(lactato) prostata, pulmon | actividad metabolica y la hipoxia en | 2018; Mo-
entre otros tipos de | tumores. Evalua la respuesta al trata- | RAVA ef al.,
cancer. miento y para predecir el pronostico. | 2023)

A menudo se acumula en grandes
cantidades en el microambiente
tumoral debido a la fermentacion lac-
tica, incluso en presencia de oxigeno

(efecto Warburg).
Glutamato y Los cambios en los niveles de estos | (WANG et
glutamina aminodacidos estan relacionados | al., 2023)

con la proliferacion celular y se
han observado en varios tipos de
cancer. La glutamina proporciona
un sustrato importante para el ciclo
del acido tricarboxilico (TCA) en
las mitocondrias, que es crucial
para la produccion de energia.
La glutamina también puede ser
un sustrato importante para el
crecimiento tumoral.
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Acetato puede
convertirse en
acetil-CoA,
que es un
intermediario
central en el
metabolismo
celular

Niveles elevados de
acetato tienen corre-
lacion con la maligni-
dad en algunos tipos
de cancer.

Se ha encontrado en el microam-
biente tumoral, las células cancero-
sasy las células del estroma pueden
intercambiar metabolitos, incluido
el acetato. Esta “comunicacion”
metabdlica entre las células puede
proporcionar a las células cance-
rosas recursos metabolicos adicio-
nales para mantener su crecimiento
y proliferacion. En las condiciones
de hipoxia (baja disponibilidad de
oxigeno), que son comunes en los
tumores solidos debido al rapido
crecimiento celular, las células
cancerosas pueden depender mas
del metabolismo del acetato para
generar energia en lugar del me-
tabolismo oxidativo de la glucosa.

(Quu et al.,
2023)

Colina

Los niveles elevados
de colina y sus deri-
vados se han obser-
vado en el cancer de
prostata y otros tipos
de cancer.

La colina esta involucrada en la
sintesis de membranas celulares y
se ha asociado con la proliferacion
celular y se ha utilizado como bio-
marcador en estudios de imagenes
para identificar la proliferacion
celular en tumores.

(WANG et
al., 2011;
MORAVA et
al.,2023)

Fosfatidilcolina
(PC) y fosfati-
diletanolamina
(PE):

Cancer hepético y
otros tipos de cancer.

Estos son componentes principales
de las membranas celulares y su
desregulacion se ha observado en
varios tipos de cancer.

Los fosfolipidos pueden influir en
la actividad de diversas enzimas y
receptores en la superficie celular

ELMALLAH et
al.,2023)

Metabolitos de
Aminoacidos

Correlacionados
con la malignidad
en algunos tipos de
cancer.

Alteraciones en los niveles de ami-
noacidos como alanina, serina y
glicina se han relacionado con el
cancer. Por ejemplo, la serina puede
ser un biomarcador en el cancer de
pulmoén y el cancer de mama.

(DUBEY et
al., 2023;
MoRrAvA et
al, 2023)

Metabolitos de
nucledtidos

Correlacionados
con la malignidad
en algunos tipos de
cancer.

La desregulacion de los metabolitos
de nucleétidos, como el acido urico
y el acido hipoxantirico, se ha
observado en ciertos tipos de cancer.

(MoORAVA et
al., 2023)
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Bases de Purina | Correlacionados con | Alteraciones en las bases de purinay | (Morava et
y Pirimidina la malignidad en al- | pirimidina, los componentes basicos | al., 2023)
gunos tipos de cancer. | del ADN y el ARN pueden indicar
desregulaciones en el metabolismo
nucleotidico asociado con la
proliferacién celular.

Metabolitos de | Correlacionados | Diversos metabolitos lipidicos, | (Xu et
Lipidos con la malignidad | como los acidos grasos, los | al., 2023;
en algunos tipos de | fosfolipidosy los esfingolipidos, han | Morava et
cancer. mostrado cambios en su perfil en el | al., 2023)
cancer y pueden ser indicadores de
la actividad tumoral.

Un biomarcador especifico, conocido como marcador tumoral, se emplea
para identificar la presencia de células cancerosas o evaluar el avance de un
cancer. Este marcador es una sustancia presente en las células cancerosas o en
otras células del cuerpo que se produce en respuesta al cancer o a condiciones
no cancerosas. Proporciona informacion crucial sobre el cancer, como su grado
de malignidad, la posibilidad de aplicar terapias dirigidas y la efectividad del
tratamiento (SALAZAR y Le, 2021).

Estos marcadores pueden detectarse en la sangre, la orina y otros tejidos, son
utiles para el diagnostico, la estadificacion del cancer, el monitoreo postratamiento
y la evaluacion de la respuesta al mismo. Diversas tecnologias 6micas, incluyendo
la metaboloémica, permiten detectar estos marcadores tumorales (BARZAMAN et
al.,2020). A continuacion, se detallan los marcadores tumorales mas comiinmente
utilizados, especialmente para guiar el tratamiento o el diagnodstico del cancer
(tabla 18).

Tabla 18. Marcadores tumorales detectados en diferentes tipos de cancer mediante
metabolomica.

Marcador tumoral Cancer Uso Referencia

Actividad de la enzima Leucemia linfo- Anticipar la probabilidad de (SCHWARZ et
tiopurina S-metiltrans- blastica aguda sufrir una grave toxicidaden  al., 2023)
ferasa (TPMT) o anali- la médula 6sea (mielodepre-
sis del gen TPMT. sion) debido al tratamiento

con tiopurina.

Elactivador del plasmi- Cancer de seno  Evaluar la naturaleza ma- (BARZAMAN et
ndgeno urocinasa (UPA) ligna del cancer y guiar el al., 2020)

y el inhibidor del activa- enfoque terapéutico.

dor del plasmindgeno

(PAI-1).
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Alfafetoproteina (AFP) Cancer de higa- Establecer el diagnostico del (SALAZAR y
do y tumor de cancer hepatico y monitorear LE, 2021).
células germina- la efectividad del tratamiento;
tivas examinar la etapa, las

perspectivas y la respuesta
terapéutica en los tumores de
células germinativas.

Los oncometabolitos, Cancer de pros- El perfil metabolico de la (KHAN ef

incluidos el 2-hidroxi- tata progresion del cancer de pros-  al.,2013)
glutarado, la sarcosina tata (CaP) identifico niveles
[50] y la glutamina marcadamente elevados de

sarcosina (N -metilglicina)
en el CaP metastasico y una
elevacion modesta pero sig-
nificativa del metabolito en
la orina del CaP.

6.2.4. BIOMARCADORES METABOLOMICOS EN DIABETES 2

La diabetes mellitus (DM) tipo 1 y tipo 2 son enfermedades cronicas que afectan
a casi 425 millones de personas en todo ¢l mundo (GUASCH-FERRE et al., 2016),
lo que genera malos resultados de salud y altos costos de atencion médica. La
deteccion de metabolomica de alto rendimiento puede proporcionar informacion
vital sobre las vias fisiopatologicas de la DM y ayudar a controlar sus efectos. Un
biomarcador es una medida objetiva de una caracteristica biologica normal, un
proceso patologico o una respuesta farmacologica a una intervencion terapéutica.

En la tabla 19 se muestran las relaciones entre los metabolitos y la diabetes
tipo 1 (DT1) y los metabolitos y la diabetes tipo 2 (DT2). En estudios que utilizan
metabolomica de alto rendimiento, varios aminodcidos sanguineos parecen
estar constantemente asociados con el riesgo de desarrollar diabetes tipo 2.
Varios estudios han evaluado la relacion entre una amplia gama de metabolitos,
la resistencia a la insulina y la diabetes tipo 2, utilizando principalmente dos
técnicas diferentes: EM junto con cromatografia en fase gaseosa o liquida (GC
y LC, respectivamente) y cromatografia de protones (*H) espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN).
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Tabla 19. Relacion entre los metabolitos para diabetes tipo 2

Metabolito

Descripcion

Referencias

Glucosa y fructosa

El exceso de fructosa puede inducir resis-
tencia a la insulina, aumentar los niveles de
glucosa en la sangre y provocar acumulacion
de grasa en el higado, como la esteatosis
hepatica no alcohoélica (EHNA), comlin en
personas con diabetes tipo 2.

(ARNETH et al., 2019)

Acilcarnitinas, ami-
noacidos, hexosas y
fosfolipidos esfingo-
mielinas y triglicé-
ridos.

Los aminoécidos de cadena ramificada y sus
metabolitos estan estrechamente vinculados
con la resistencia a la insulina, habiéndose
observado disparidades en su nivel.

(FLOEGEL et al.,
2011.
ARNETH et a., 2019)

Aminoacidos de
cadena ramificada
(BCAA-leucina,
isoleucina y valina)

Los aminoacidos de cadena ramificada son
esenciales para la sintesis de proteinas y pueden
actuar como reguladores del metabolismo; en
personas con diabetes tipo 2, los niveles eleva-
dos de BCAA pueden estar relacionados con
la resistencia a la insulina y la obesidad, con-
tribuyendo al desarrollo de estos problemas.

(ZHAo et al., 2016;
KARUSHEVA et al.,
2019; WANG et al.,
2011)

Aminoéacidos aro-
maticos (fenilalani-
na, triptéfano, tiro-
sina):

El incremento en los niveles de aminoacidos
aromaticos se ha vinculado con la resistencia
a la insulina y podria estar conectado con la
inflamacion cronica, una condicion frecuente
en personas con diabetes tipo 2.

(WANG et al., 2023;
DOBROWOLSKI et al
2022)

Glicina

La glicina, un aminoacido no esencial con
diversas funciones cruciales, incluyendo su
papel como neurotransmisor inhibidor, podria
mejorar la sensibilidad a la insulina y reducir
la glucosa en sangre en diabetes tipo 2, ademas
de poseer propiedades antiinflamatorias y an-
tioxidantes beneficiosas para esta enfermedad.

(WANG et al., 2023;
DoBROWOLSKI et al
2022)

Glutamina.

La glutamina, un aminoacido esencial
abundante en el cuerpo, desempefia un papel
crucial en el metabolismo y el bienestar
del sistema intestinal, y podria regular los
niveles de glucosa y fortalecer la funcion
inmunologica en personas con diabetes tipo 2.

(WANG et al., 2023;
DOBROWOLSKI et al
2022)

Acilcarnitinas, acil-
glicinas y derivados
del triptofano

Lesiones renales que han progresado desde
la microalbuminuria a la macroalbuminuria.

(VAN DER KLOET et
al., 2013)
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Los productos finales de la glicacion avanzada (AGEs) son indicadores
biologicos que se asocian con complicaciones cronicas de la diabetes, como
retinopatia, nefropatia y neuropatia. En personas con diabetes, es comun encontrar
cambios en los perfiles lipidicos, incluyendo niveles elevados de triglicéridos,
colesterol total y lipoproteinas de baja densidad (LDL), asi como niveles reducidos
de lipoproteinas de alta densidad (HDL) (WANG ef al., 2023; DOBROWOLSKI ef
al.,2022). Ademas, se han observado alteraciones en los niveles de aminoacidos,
como leucina, isoleucina y valina en individuos con diabetes tipo 2, y estas
alteraciones se vinculan con la resistencia a la insulina y la disfuncion metabolica.

Los niveles elevados de acido trico también estan asociados con un
mayor riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 y pueden estar relacionados con la
resistencia a la insulina. Ademas, los acidos grasos libres y sus metabolitos,
como los acidos grasos no esterificados (NEFAs) y los acidos grasos
hidroxilados, estan relacionados con la resistencia a la insulina y la disfuncion
metabolica en la diabetes tipo 2 (DOBROWOLSKI et al., 2022). Por otro lado,
los marcadores de inflamacion, como la proteina C reactiva (PCR) y otros
mediadores inflamatorios, se encuentran elevados en personas con diabetes
y estan relacionados con un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares.
Ademas, los productos de oxidacion de lipidos y otros metabolitos relacionados
con el estrés oxidativo estan aumentados en personas con diabetes y podrian
contribuir a las complicaciones diabéticas.

En investigaciones anteriores, Wang y sus colegas detectaron un aumento en
los niveles de aminoacidos de cadena ramificada (valina, leucina e isoleucina)
y aminoacidos aromaticos (fenilalanina y tirosina) en las muestras de suero de
pacientes diabéticos. Un estudio adicional realizado por FLOEGEL et al. (2013)
también analizaron las muestras de suero de personas con diabetes tipo 2
(FLOEGEL et al., 2013; WANG et al., 2023). Utilizando un espectrometro de masas y
aplicando una infusion directa a la muestra, encontraron diferencias significativas
en varios aminoacidos de cadena ramificada y sus metabolitos, los cuales estan
fuertemente vinculados con la resistencia a la insulina.

Se han identificado por técnicas metabolomicas integrales de alto rendimiento
una serie de metabolitos plasmaticos asociados prospectivamente con la prediabetes
y la diabetes tipo 2 en humanos. La evidencia actual sugiere que los metabolitos
de carbohidratos (glucosa y fructosa), lipidos (fosfolipidos, esfingomielinas
y triglicéridos) y aminoacidos (BCAA, aminoacidos aromaticos, glicina y
glutamina) estan alterados en individuos con diabetes tipo 2 y también exhiben
asociaciones prospectivas significativas con prediabetes o diabetes tipo 2 (Wang
et al., 2023; Dobrowolski et al., 2022). Los resultados de estudios prospectivos
respaldan asociaciones positivas sélidas de BCAA (leucina, isoleucina y valina),
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aminodcidos aromaticos (tirosina y fenilalanina) y asociaciones inversas de
glicina y glutamina con diabetes tipo 2 incidente (GUASCH-FERRE et al., 2016).

En investigaciones anteriores, WANG ef al. (2023) detectaron un aumento en
los niveles de aminoacidos de cadena ramificada (valina, leucina e isoleucina)
y aminoacidos aromaticos (fenilalanina y tirosina) en las muestras de suero de
pacientes diabéticos (WANG et al., 2023). Un estudio adicional realizado por
FLOEGEL y su equipo en 2013 también analizaron las muestras de suero de
personas con diabetes tipo 2 (FLOEGEL et al., 2013). Utilizando un espectrémetro
de masas y aplicando una infusion directa a la muestra, encontraron diferencias
significativas en varios aminoacidos de cadena ramificada y sus metabolitos, los
cuales estan fuertemente vinculados con la resistencia a la insulina.

6.2.5. METABOLOMICA EN DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

En la busqueda constante de herramientas diagndsticas mas precisas y
efectivas, la metabolémica se ha destacado como un campo innovador y
prometedor, especialmente en el ambito de las enfermedades cardiovasculares.
Estas condiciones, que incluyen enfermedades del corazén y trastornos
vasculares, representan una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
en todo el mundo.

Este enfoque metabdlico no solo permite una comprension mas profunda de
los mecanismos subyacentes, sino que también ofrece la posibilidad de identificar
biomarcadores especificos y patrones metabolicos caracteristicos, allanando asi
el camino para diagndsticos mas tempranos, precisos y personalizados en el
ambito cardiovascular. En este contexto, la tabla 20 muestra la aplicacion de la
metabolomica en diagnostico las enfermedades cardiovasculares, marcando un
hito significativo en la medicina de precision y la mejora de la salud cardiovascular
a nivel global.

Tabla 20. Biomarcadores detectados mediante metabolomica en enfermedades
cardiacas

Biomarcador Funcion Referencia

Metabolitos lipi- Diversos metabolitos lipidicos, incluyendo acidos (ELMALLAH et
dicos grasos libres, ceramidas, fosfolipidos y esfingolipi-  al., 2022)

dos, estan asociados con enfermedades cardiacas,

como la aterosclerosis y la enfermedad coronaria.

Los perfiles lipidicos anormales pueden indicar un

mayor riesgo de enfermedad cardiaca.
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Aminoacidos y
derivados

Cambios en los niveles de aminoacidos, como la
homocisteina, estan relacionados con enfermedades
cardiacas. La homocisteina eclevada se asocia con
un mayor riesgo de enfermedad arterial coronaria.

(KARUSHEWA et
al., 2019)

Biomarcadores
inflamatorios

La inflamacion estd implicada en muchas enferme-
dades cardiacas. Biomarcadores como la proteina C
reactiva (PCR) y ciertas citocinas pueden indicar la
presencia de inflamacion en el sistema cardiovascular.

(ZHuAoO et al.,
2023)

Metabolitos del
estrés oxidativo

El estrés oxidativo contribuye al deterioro de los
vasos sanguineos y a las enfermedades del corazon.
Los compuestos derivados del estrés oxidativo,
como los productos de la peroxidacién lipidica,
pueden utilizarse como indicadores biologicos.

(DOBROWOLSKI
etal., 2022)

Metabolitos de la
glucosa

Los niveles de glucosa y otros compuestos
vinculados al proceso metabdlico de la glucosa,
como la insulina, pueden sefialar la presencia de
resistencia a la insulina y diabetes, ambos factores
de riesgo para enfermedades cardiacas.

(ZHANG et al.,
2022)

Metabolitos del
acido urico

El acido urico elevado se ha asociado con un mayor
riesgo de hipertension y enfermedad cardiaca. Puede
indicar disfuncién metabodlica y renal.

(Wu y You
2023).

Metabolitos
relacionados con
el metabolismo
del nitrégeno

Los metabolitos relacionados con el 6xido nitrico, un
importante regulador de la funcion vascular, pueden
ofrecer informacion sobre la salud cardiovascular.

(WANG et al.,
2011; Garetal.,
2021)

Metabolitos de la
creatinina

La creatinina y otros metabolitos relacionados
pueden indicar problemas renales, que a su vez estan
relacionados con enfermedades cardiacas.

(GA1 et al.,
2021; ARAGAM
etal., 2022)

Metabolitos del
amoniaco

Elevados niveles de amoniaco en sangre pueden
indicar insuficiencia cardiaca y otros problemas
cardiacos.

(ArRAGAM et al.,
2022)

Niveles elevados
de N-o6xido de
trimetilamina en
plasma (TMAO)

El metabolismo de la colina y la fosfatidilcolina en el
microbiota intestinal produce trimetilamina (TMA),
que se metaboliza ain mas a una especie proaterogé-
nica, el N-6xido de trimetilamina (TMAO).

(KOETH et al.,
2013)

6.3.

METABOLOMICA EN DIAGNOSTICO EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS

Cada vez mas, el metabolismo desregulado también se reconoce como un
importante contribuyente a una enfermedad que tradicionalmente no se considera
de origen “metabolico”, e incluso en enfermedades criticas como la sepsis. La
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metabolomica ha demostrado el potencial de predecir la gravedad y diferenciar
a los pacientes con sepsis del SIRS, e indico vias de produccion de energia que
desempefian funciones vitales en la fisiopatologia de la sepsis. Por lo tanto, la
metabolomica puede servir como una herramienta precisa y no invasiva no solo
para definir biomarcadores que predicen la incidencia, gravedad y progresion
de la enfermedad, sino también para arrojar nueva luz sobre las anomalias
mecanisticas subyacentes (PEG ef al., 2021).

La metabolomica basada en EM es una de las tecnologias clave para detectar
e identificar las pequefias moléculas producidas por la microbiota humana y
comprender el papel funcional de estos metabolitos microbianos. Las formas
comunes de EM no dirigida y los tipos de datos que se pueden obtener en el
contexto del analisis del microbioma seran tema del siguiente capitulo.

Lamicrobiota es una parte maleable de los ecosistemas, incluido el ecosistema
humano. Los microorganismos no solo afectan la quimica de su nicho especifico,
como el intestino humano, sino también la quimica de entornos distantes,
como otras partes del cuerpo. La metabolémica basada en EM es una de las
tecnologias clave para detectar e identificar las pequeias moléculas producidas
por el microbioma humano y comprender el papel funcional de estos metabolitos
microbianos (PEG et al., 2021). Esta revision tiene como objetivo proporcionar
una introduccion fundamental a las formas comunes de EM no dirigida y los
tipos de datos que se pueden obtener en el contexto del anélisis de microbiomas.
El analisis de datos sigue siendo un obstaculo, por lo que se hace hincapié en los
enfoques de analisis de datos y el andlisis integrador, incluida la integracion de
datos de secuenciacion de microbiomas.

6.3.1. METABOLOMICA EN RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

En el contexto de la resistencia antimicrobiana, la metaboldmica se ha convertido
en una herramienta valiosa para comprender las complejas interacciones entre
los microorganismos y los antibiticos, asi como los mecanismos subyacentes
de resistencia. Al analizar los cambios en los metabolitos de las células
microbianas expuestas a antibioticos, los cientificos pueden identificar posibles
dianas terapéuticas y comprender mejor como los microorganismos se adaptan
y desarrollan resistencia a los tratamientos antimicrobianos.

Los estudios de metabolomica en resistencia antimicrobiana han revelado
alteraciones en rutas metabdlicas especificas, la produccion de metabolitos
secundarios y cambios en las concentraciones de compuestos especificos en
respuesta a la exposicion a antibidticos. Estos hallazgos proporcionan informacion
crucial para el disefio de nuevos farmacos antimicrobianos y estrategias
terapéuticas, temas que seran tratados en el siguiente capitulo.
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7. OTRAS APLICACIONES DE LAS PRINCIPALES OMICAS

En la ultima década, la ciencia y la tecnologia han presenciado un avance
sin precedentes en las ciencias 0micas. A pesar de que estas disciplinas han
desempefiado un papel crucial en campos como la medicina y la investigacion
biomédica, su influencia se expande mucho mas alla del ambito de la atencion
médica. En esta seccion, se abordaran otras aplicaciones de las ciencias 6micas
en la industria y la biotecnologia. Desde la mejora de los procesos de produccion
hasta la optimizacion de la calidad de los productos, estas tecnologias estan
revolucionando la forma de abordar los desafios en la industria y la biotecnologia
moderna. Las ciencias émicas ofrecen soluciones innovadoras que impulsan la
eficiencia, promueven la sostenibilidad y fomentan la excelencia en la produccion
industrial y en la biotecnologia (OzDEMIR, 2018).

Las omicas desempefian un papel esencial en la industria al impulsar la
optimizacion de procesos, la ingenieria de cepas y la produccion de productos
quimicos y biotecnologicos mas eficientes. Las técnicas de nueva generacion en
la industria, como las innovaciones tecnologicas y la Industria 4.0, son cruciales
en la era contemporanea. Estas tecnologias permiten la adquisicion y generacion
de conocimiento cientifico, impulsan el desarrollo de procesos de investigacion
y facilitan la creacion de nuevos paradigmas en la produccion (OzDEMIR, 2018).
Ademas, la integracion de sistemas inteligentes y la automatizacion optimizan la
eficiencia, reducen costos y mejoran la calidad del producto final. En un entorno
global de competencia, estas técnicas son esenciales para que las empresas se
adapten, innoven y permanezcan competitivas. La cuarta revolucion industrial,
también conocida como Industria 4.0, es un claro ejemplo de esta transformacion,
donde la convergencia de tecnologias como el internet de las cosas (IOT, red
colectiva de dispositivos conectados), la inteligencia artificial y el analisis de
datos redefine los procesos industriales, generando un impacto significativo en la
productividad y la economia mundial (OzDEMIR, 2018; OzDEMIR y HEKIM, 2018).

7.1. OMICAS EN LA INDUSTRIA

Las dmicas han irrumpido en la industria con un impacto transformador. Estas
ciencias han encontrado su lugar en una amplia variedad de sectores industriales,
incluyendo la alimentaria, farmacéutica y de la salud. Su capacidad para analizar
de forma integral datos moleculares ha permitido avances significativos en la
comprension de sistemas biologicos y en el desarrollo de nuevos productos y
tratamientos. Estas ciencias han encontrado en la industria farmacéutica, han
permitido un analisis detallado de las interacciones moleculares en el cuerpo
humano, mejorando el descubrimiento y desarrollo de medicamento, ademas,
aplicaciones en la industria alimentaria para mejorar la seguridad alimentaria y
la calidad de los productos.
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En agricultura las ciencias 6émicas se utilizan para mejorar cosechas y
desarrollar plantas resistentes a enfermedades; en la industria del medio ambiente,
ayudan en la monitorizacion de ecosistemas, facilitando una gestion mas efectiva
de los recursos naturales y respuestas rapidas a problemas ambientales; en la
produccién de biocombustibles optimizan los procesos para mayor eficiencia
y sostenibilidad. Incluso en la industria cosmética, se emplean para desarrollar
productos personalizados basados en perfiles genéticos y moleculares individuales
(tabla 21). Este impacto multidisciplinario ilustra el poder transformador de

las ciencias 0micas en diversas areas industriales. En el cuadro se muestran las

aplicaciones de las 6micas en la industria biofarmacéutica y de alimentos.

Tabla 21. Aplicaciones de las omicas en la industria

Aplicacion

Descripcion

Secuenciacion ge-
némica en agricul-
tura

Permite desarrollar cultivos resistentes a enfermedades y adaptados
a condiciones especificas, mejorando asi la productividad agricola
la gendmica se utiliza en la agricultura para mejorar la resistencia
de los cultivos a plagas y enfermedades, aumentar el rendimiento y
desarrollar cultivos de precision. Precision con mejora de cultivos
agricolas.

Secuenciacion del
genoma en industria
farmacéutica

Identificar dianas terapéuticas, desarrollando medicamentos
personalizados y mas efectivos. La protedmica se aplica en la
produccion de proteinas terapéuticas recombinantes, garantizando
la calidad y la uniformidad de los productos biofarmacéuticos.

Mejora de cepas
microbianas

La Ingenieria gendmica se utiliza para modificar cepas microbianas
con el fin de aumentar la produccion de productos quimicos,
bioplasticos, enzimas y otros compuestos industriales.

Secuenciacion de
genomas de organis-
mos Industriales

Estudios especificos en los que se ha secuenciado el genoma de
organismos industriales, como levaduras y bacterias utilizadas en
la produccion industrial.

Biologia sintética

La gendmica se combina con la biologia sintética para disefiar
organismos personalizados que puedan realizar tareas industriales
especificas, como la produccion de biocombustibles.

Optimizacion de
procesos industria-
les

Tanto la gendmica como la protedmica son herramientas esenciales
en la industria, permitiendo optimizar procesos, controlar la
produccion, y mejorar la eficiencia al reducir residuos y caracterizar
microorganismos para la produccién de productos quimicos y
biotecnolégicos.
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Control de calidad
y seguridad alimen-
taria

Se aplica en la industria alimentaria para garantizar la calidad y
seguridad de los productos, incluyendo la deteccion de patdogenos
y la trazabilidad. La protedmica se emplea en la deteccion de
contaminantes en productos alimentarios y farmacéuticos, asi
como en el control de calidad para garantizar la seguridad de los
productos.

Gestion ambiental y
biotecnologia verde

La gendmica se utiliza en la biotecnologia verde para abordar desafios
ambientales, como la degradacion de contaminantes y la restauracion
de ecosistemas.

Edicion genética

Exploracion de las tecnologias de edicion genética, como CRISPR-
Cas9, y su potencial en la correccion de mutaciones genéticas y el
desarrollo de terapias génicas.

Enfoques terapéuti-
cos innovadores

Ejemplos de terapias innovadoras basadas en gendémica, como la
inmunoterapia y la terapia génica, que estan revolucionando el
tratamiento de enfermedades.

Descubrimiento y
desarrollo de medi-
camentos

La protedmica se utiliza en la identificacion de blancos terapéuticos,
la validacion de biomarcadores y la evaluacion de la eficacia de
farmacos en desarrollo en la industria farmacéutica.

Protedmica en la in-
dustria farmacéutica

Examina como la protedmica se aplica en la identificacion de
blancos terapéuticos, el desarrollo y la evaluacion de farmacos, y la
optimizacion de las terapias existentes.

Aplicaciones de la
metaboldémica en
la industria de los
cosméticos

Investiga como la metabolomica se utiliza para el desarrollo y la
evaluacion de productos cosméticos, identificando ingredientes
activos y evaluando la seguridad y eficacia.

Metabolomica en la
industria alimentaria

Explora como la metabolomica se aplica para garantizar la seguridad
y calidad de los alimentos, rastrear el origen y autenticidad de los
productos alimenticios y mejorar la eficiencia de la produccion.

Produccioén de ali-
mentos

La transcriptémica se utiliza para optimizar la produccion de
alimentos, como la fermentacion de productos lacteos y la
produccion de levadura.

Omicas en la indus-
tria de alimentos
funcionales

Examina como las tecnologias 6micas se aplican para desarrollar
alimentos funcionales con propiedades nutricionales mejoradas y
beneficios para la salud

Omicas en la biotec-
nologia de la acui-
cultura

Examina como las tecnologias dmicas se utilizan para mejorar la
produccion y salud de organismos acuaticos cultivados, incluyendo
peces y mariscos.

Omicas en la indus-
tria ambiental

Investiga como las 6micas se utilizan para evaluar la salud de los
ecosistemas, monitorear la contaminacién y desarrollar soluciones
sostenibles para la gestion ambiental
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Diagnostico de pro-  Investiga como las tecnologias 6micas se aplican para diagnosticar
blemas ambientales y resolver problemas ambientales, como la contaminacion del suelo
y del agua.

Genomica cultivos Aumenta la resistencia a enfermedades, mejorando la calidad
y ganado nutricional y aumentando la produccién agricola.

En la produccion de alimentos y bebidas, la transcriptomica se utiliza para
monitorear y controlar microorganismos contaminantes. La deteccion temprana
de patogenos a través del analisis de su ARN permite una respuesta rapida y
efectiva, asegurando la calidad y seguridad de los productos finales (FERROCINO
et al., 2022). La transcriptomica es fundamental para entender los microbiomas
presentes en diversos entornos industriales, desde plantas de tratamiento de aguas
residuales hasta procesos de biorremediacion. Analizar la expresion génica en
estas comunidades microbianas proporciona informacion crucial para mejorar
la eficacia de estos procesos y reducir el impacto ambiental de las industrias.

7.2. CIENCIAS OMICAS EN LA PRODUCCION DE BIOFARMACEUTICA

En la produccion de biofarmacéutica, las dmicas, en especial la gendmica y
la protedmica permiten la optimizacion de cepas celulares y la identificacion de
proteinas terapéuticas. El analisis profundo de datos gendmicos ha acelerado el
desarrollo de medicamentos bioldgicos, mejorando la eficiencia y reduciendo
costos. Al comprender los aspectos genéticos y protedmicos de las células
productoras, las compaiiias farmacéuticas pueden optimizar sus procesos de
produccion, lo que lleva a una mayor eficiencia y reduccion de costos en la
fabricacion de biofarmacéuticas (MAsso et al., 2023).

7.2.1.  OPTIMIZACION DE CEPAS CELULARES

La gendmica permite analizar los genes de microorganismos o células de
mamiferos usados en la produccion de biofarmacéuticos. Esto lleva a la seleccion
y modificacion de cepas que producen proteinas terapéuticas de manera mas
eficiente, la optimizacion de cepas celulares es un proceso critico en la produccion
biotecnoldgica, especialmente en la fabricacion de productos farmacéuticos y
biofarmacéuticas. La optimizacion implica mejorar las caracteristicas de las
células para aumentar la produccion de proteinas especificas o metabolitos
(Kostipis et al., 2023).

Las técnicas de seleccion genética permiten identificar y elegir cepas celulares
con caracteristicas deseables, como alta productividad o resistencia a condiciones
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especificas de cultivo. Por otro lado, la ingenieria metabdlica implica modificar
las vias metabolicas de las células para aumentar la produccion de compuestos
especificos en donde la lipidomica juega un papel fundamental (KosTipis et al.,
2023). Esto se logra manipulando genes involucrados en las rutas metabdlicas
clave y modificaciones postranscripcionales como la glicosilacion (Puranik et
al., 2022). Otras tecnologias como las técnicas modernas de clonacion —CRISPR-
Cas9, por ejemplo— permiten modificar genéticamente células de manera precisa,
lo que puede aumentar la productividad y la resistencia al estrés.

La optimizacion también se realiza en biorreactores, donde se controlan
cuidadosamente variables como la temperatura, el pH y la concentracion de
nutrientes. Estas condiciones dptimas aseguran un crecimiento celular saludable
y una alta produccion de metabolitos deseados (ALINAGHI et al., 2022). La
implementacion de sistemas de monitoreo continuo, como sensores de oxigeno y
glucosa, permite ajustes en tiempo real para mantener las condiciones de cultivo
ideales y maximizar la produccion. Los medios de cultivo son fundamentales,
optimizar la composicion de los medios, incluyendo nutrientes y factores
de crecimiento, es esencial para el crecimiento celular y la produccion de
biomoléculas (BARBERI ef al., 2022).

La optimizacion de cepas celulares es un campo en constante evolucion, con
la integracion de tecnologias 6micas avanzadas que conducen a mejoras signi-
ficativas en la produccion industrial y la investigacion cientifica. Finalmente, el
uso de tecnologias dmicas ayuda a comprender mejor las caracteristicas celulares
y guia la optimizacion al identificar los puntos criticos en las vias metabolicas.

7.2.2.  CARACTERIZACION PROTEOMICA EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA

La caracterizacion protedmica en la produccion de biofarmacéuticos
permite el analisis detallado y exhaustivo de las proteinas expresadas en
c€lulas o tejidos especificos que se utilizan en la produccion de medicamentos
biologicos, como anticuerpos monoclonales, vacunas y terapias génicas. Esta
técnica avanzada implica varias etapas y tiene implicaciones cruciales en la
calidad y eficacia del producto final. La protedémica también se aplica en la
industria alimentaria para el control de calidad, la deteccion de alérgenos y
la mejora de la seguridad alimentaria.

La protedmica no solo permite la identificacion precisa de las proteinas presentes
en las células utilizadas en la produccion, ademas, ayuda en la cuantificacion
exacta de estas proteinas, lo que es esencial para garantizar la consistencia en lotes
de produccion y la eficacia terapéutica del biofarmacéutico (LiLL et al., 2021),
adicionalmente, las proteinas pueden sufrir diversas modificaciones después de
su sintesis, como glicosilacion y fosforilacion (PURANIK et al., 2022).
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La protedmica permite el estudio detallado de estas modificaciones, lo que
es crucial para comprender la funcionalidad y la estabilidad de las proteinas
terapéuticas. Ademas, durante la produccion de biofarmacéuticos, es fundamental
identificar y cuantificar cualquier impureza presente en el producto final. La
protedmica puede detectar trazas de proteinas no deseadas, garantizando la
pureza del medicamento y la seguridad del paciente (LiLL et al., 2021). Es asi
como al comprender las proteinas involucradas en el proceso de produccion, se
pueden optimizar las condiciones de cultivo y los métodos de purificacion para
mejorar el rendimiento y la calidad del biofarmacéutico.

La caracterizacion protedmica también permite estudiar las interacciones entre
diferentes proteinas, lo que es esencial para comprender las vias celulares y los
mecanismos de accion de los biofarmacéuticos. En la figura 17 se muestran los
ensayos mas utilizados por protedmica para el analisis de la interaccion proteica.

Figura 17. Técnicas de Identificacion de proteinas terapéuticas

Proteémica en la Produccién de Biofarmacéutica
la identificacion de proteinas terapéuticas

Ensayos de interaccion de proteinas

Ensayo de doble hibrido Transferencia de energia de

’ Ensayo de pull-down GST | ‘Communopreapltaaon‘ (Y2H) en levaduras resenanitl deflucreseneia FRET]

La protedmica se utiliza para estudiar las interacciones entre proteinas en
sistemas biologicos y como esto puede tener aplicaciones en la industria, como
en el desarrollo de terapias dirigidas. El ensayo de pull-down GST (Glutathione
S-Transferase) y la coinmunoprecipitacion son técnicas bioquimicas utilizada
para estudiar las interacciones proteina-proteina. Estos son metodos artificiales,
mientras que los sistemas de doble hibrido de levaduras o mamiferos analizan
estas interacciones in vivo (Guo et al., 2017). Estos métodos proporcionan analisis
de punto final y carecen de detalles sobre la dindmica en tiempo real, por ello, se
han desarrollado enfoques dindmicos. La transferencia de energia fluorescente
resonante (FRET) es comiinmente usada. En FRET, la energia se transfiere entre
moléculas fluorescentes cercanas, medidas en angstroms. Una limitacion es que



CAPITULO 1. APLICACIONES DE LAS CIENCIAS OMICAS EN EL DIAGNOSTICO 91

las proteinas deben fusionarse con fluoroforos diferentes, afectando su ubicacion
o funcioén en algunos casos (BLAY et al., 2020).

7.2.3. DESARROLLO DE BIOPROCESOS EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA

La informacion gendmica y protedmica se utiliza para disefiar procesos de
fermentacion y cultivo celular especificos. Esto asegura un ambiente dptimo
para la produccion de proteinas terapéuticas, mejorando tanto el rendimiento
como la calidad del producto final (LILL ef al., 2021; BALCAZAR-ZUMAETA et al.,
2023). El desarrollo de bioprocesos en la industria farmacéutica es esencial para
la produccion eficiente y segura de medicamentos biotecnologicos.

Los bioprocesos implican el uso de organismos vivos, como células o
microorganismos, para producir medicamentos (ALINAGHI ef al., 2022). En la
industria farmacéutica, estos procesos se utilizan para fabricar una variedad
de medicamentos biotecnologicos, como anticuerpos monoclonales, vacunas,
terapias génicas y terapia de células T con receptores quiméricos de antigenos
c€lulas (CAR-T) (STERNER y STERNER, 2021). Estos medicamentos ofrecen
tratamientos mas precisos y efectivos para diversas enfermedades, desde el
cancer hasta las enfermedades autoinmunes.

Por otro lado, algunos bioprocesos farmacéuticos a menudo implican el
cultivo de células animales o microbianas en biorreactores (ZHENG et al., 2019).
La optimizacion de las condiciones de cultivo, incluyendo la seleccion del medio
de cultivo y el control preciso de factores como la temperatura y el pH, es crucial
para maximizar el rendimiento y la calidad del producto. La fermentacion es un
componente central, especialmente en la produccion de proteinas recombinantes
y enzimas terapéuticas (AMER y BAIDOO, 2021).

La industria farmacéutica estd adoptando tecnologias avanzadas como la
inteligencia artificial y el aprendizaje automatico para mejorar la eficiencia y la
productividad de los bioprocesos (OzDEMIR, 2018). Estas tecnologias permiten
el monitoreo en tiempo real de los biorreactores, la prediccion de problemas y
la optimizacion en funcion de grandes conjuntos de datos, lo que conduce a una
toma de decisiones més informada y a una produccion maés rentable (OzDEMIR
y Hek1iMm 2018). A pesar de los avances, los bioprocesos enfrentan desafios como
la necesidad de escalabilidad para la produccion a gran escala, la gestion de la
variabilidad bioldgica y la necesidad de cumplir con regulaciones estrictas.

En la industria farmacéutica, la transcriptomica se emplea para descubrir
biomarcadores relacionados con enfermedades, estos biomarcadores son vitales
para el desarrollo de terapias personalizadas y la creacion de medicamentos mas
efectivos y seguros, adaptados a las necesidades individuales de los pacientes
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(VoGESER y BENDT, 2023). El futuro de la industria farmacéutica se enfoca en
la bioproduccion sostenible, la automatizacion avanzada y la terapia celular y
génica personalizada, promoviendo asi una revolucion en la forma en que tratamos
enfermedades y mejoramos la calidad de vida de los pacientes.

7.3. CIENCIAS OMICAS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

En los ultimos afos, la investigacion en ciencias de la alimentacion y la
nutricion ha pasado de métodos analiticos clasicos a enfoques dmicos muy
sofisticados que crean una cantidad impresionante de datos (FERROCINO ef al.,
2022). Las ultimas novedades solo pueden analizarse mediante herramientas
bioinformaticas. Los trabajos publicados hasta ahora han demostrado el poder
de las tecnologias dmicas en el campo de la foodémica que es una disciplina
cientifica que explora el &mbito de la alimentacion y la nutricion. Profundiza en
la comprension de como los alimentos impactan la salud y el bienestar humanos.
Este campo analiza biomoléculas en los alimentos para obtener informacion
sobre su composicion y efectos en el cuerpo humano (SEBEDIO y MALPUECH-
BRUGERE, 2022).

La mayoria de los estudios realizados hasta ahora utilizaron uno o dos
enfoques, como la transcriptdmica y metabolomica, y un desafio importante es
integrar y conectar conjuntos de datos de diferentes niveles de expresion, como
genes, transcripciones, proteinas y metabolitos. Sin embargo, atin queda mucho
por hacer para trasladar este enfoque utilizado principalmente en los laboratorios
de investigacion al mundo industrial (SEBEDIO y MALPUECH-BRUGERE, 2022).
La metabolémica y la lipidomica han transformado la industria alimentaria
al proporcionar informacion detallada sobre los componentes bioquimicos de
los alimentos. Esto permite un analisis exhaustivo de la calidad, seguridad y
autenticidad de los productos alimenticios, garantizando estandares mas altos
para los consumidores.

7.3.1.  AUTENTICIDAD Y PROCEDENCIA DE ALIMENTOS

La metabolomica y la lipidomica permiten identificar y cuantificar las huellas
moleculares nicas de diferentes alimentos, lo que facilita la deteccion de fraudes
alimentarios (DRAKOPOULOU et al., 2023). Estas dmicas identifican marcadores
moleculares especificos para diversos alimentos, incluyendo compuestos
orgénicos y lipidos (SuH et al., 2022; DRAKOPOULOU et al., 2023). Al comparar
estos perfiles, se pueden autenticar la procedencia de un producto, asegurando
su calidad y autenticidad.
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La metabolomica estd ampliamente establecida en el campo de la autenticidad
de los alimentos para abordar cuestiones exigentes, como los casos de
adulteracion. La espectrometria de movilidad de iones atrapados (TIMS) acoplada
a la cromatografia liquida (LC) y la EM de alta resolucion (HRMS) proporciona
una dimension analitica adicional, al introducir la metabolomica mejorada por la
movilidad en cuatro dimensiones (4D) (DRAKOPOULOU et al., 2023).

En la tabla 22 se presentan algunos ejemplos de como se utilizan estas técnicas
para identificar marcadores moleculares en diferentes alimentos que permiten
evaluar e identificar su autenticidad.

Tabla 22. Analisis metabolomico en alimentos para detectar marcadores

moleculares
Alimento Compuestos Marcadores Propésito Bibliografia
analizados moleculares APA
Aceite de Compuestos fe- Alta calidad, au- Identificar auten- (MAESTRELLO
Oliva extra- ndlicos especi- tenticidad, previe- ticidad y calidad et al., 2022)
virgen ficos ne adulteracion
Vino Polifenoles, Variedad de uva, Evaluar autenti- (JACOBS ef al.,
acidos grasos condiciones de cidady calidad  2012)
fermentacion
Miel Azlcares, ami- Autenticidad, Verificar pureza KouLis et al.,
noacidos y otros procedencia geo- y evitar adultera- 2021)
compuestos grafica ciones
Cacao y Flavonoides, Calidaddelcacao, Evaluar calidad (BALCAZAR-
Chocolate alcaloides proceso de fabri- delproductofinal ZUMAETA et
cacion al.,2023)
Lecheypro- L ipidos, Autenticidad, de- Garantizar pure- (Sun, 2022).
ductos ladc- proteinas y otros teccion de adulte- za y calidad de
teos compuestos raciones productos lacteos

Ademas, estas técnicas multiomicas avanzadas son fundamentales para
detectar fraudes alimentarios, como la falsificacion de productos premium. Al
analizar las firmas moleculares, los expertos pueden determinar si un producto
coincide con su descripcion, evitando engafios a los consumidores (KouLis ez al.,
2021). La metabolémica y lipidomica pueden identificar una amplia variedad de
compuestos, desde aminoacidos hasta lipidos y otros metabolitos, esta diversidad
permite una caracterizacion detallada de los alimentos, lo que es crucial para
verificar su autenticidad. Al analizar estos marcadores moleculares, las industrias
pueden prevenir el fraude alimentario (BALCAZAR-ZUMAETA et al., 2023).
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Identificar ingredientes adulterados o falsificados ayuda a mantener la
integridad de los productos, asegurando que los consumidores obtengan lo que
estan comprando, los marcadores moleculares también permiten establecer
la trazabilidad de los alimentos. Esto implica rastrear el origen y el proceso
de produccion de un alimento especifico, lo que es crucial para garantizar su
calidad y seguridad, al comprender mejor la composicion molecular de los
alimentos, las empresas pueden innovar, desarrollando productos mas auténticos y
personalizados para satisfacer las demandas del mercado (SEBEDIO y MALPUECH-
BRUGERE, 2022). Al verificar la autenticidad y procedencia, las industrias
alimentarias pueden garantizar la calidad y seguridad de sus productos. Esto no
solo fomenta la confianza del consumidor, sino que también protege la reputacion
de las marcas (FERROCINO et al., 2022).

7.3.2.  DESARROLLO DE ALIMENTOS FUNCIONALES

Durante mucho tiempo, se ha sabido que la nutricion y el entorno tienen un
impacto significativo en la salud humana. Los fitonutrientes, que incluyen una
gran variedad de flavonoides, compuestos fendlicos y carotenoides, junto con los
nutrientes nutracéuticos beneficiosos para la salud, desempefian un papel crucial
en la prevencion de enfermedades como el cancer, la diabetes, la obesidad, las
enfermedades cardiacas y la demencia. Los metabolitos bioactivos derivados de
plantas tienen ahora un papel fundamental en la dieta, influyendo en la expresion
genética a través de disciplinas como la nutrigendmica y la transcriptomica, y
actuando como reguladores epigenéticos en el epigenoma, lo que se conoce
como nutriepigendmica. Para analizar estos componentes, se utilizan plataformas
integrales como la transcriptomica, protedmica, epigenomica, miRNomica y
metaboldémica, que son fundamentales en el desarrollo de alimentos funcionales
y nutracéuticos (PANDITA y PANDITA, 2022).

El término alimentos funcionales se utiliza para describir alimentos que han
sido mejorados en su contenido de compuestos bioactivos a través de procesos
de reproduccion, influencias ecoldgicas o ingenieria genomica. Estos alimentos,
ademads de proporcionar nutricién esencial, ofrecen beneficios para la salud
(PANDITA y PANDITA, 2022). El concepto alimento funcional fue introducido en
Japon en 1980 y fue definido en 1999 como productos que tienen un impacto
significativo en el bienestar y la salud o que reducen el riesgo de enfermedades.
Sin embargo, no existe una definicién internacionalmente aceptada para los
alimentos funcionales y nutracéuticos.

Los alimentos funcionales son generalmente considerados como productos
procesados que no solo son nutritivos, sino que también tienen beneficios para
prevenir enfermedades y promover la salud. Esta categoria incluye nutracéuticos,
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alimentos farmacéuticos, probidticos, alimentos disefiados, alimentos médicos y
alimentos vita. El concepto nutracéutico se aplica a un alimento o a una parte de un
alimento que ofrece ventajas para la salud, incluyendo la prevencion y tratamiento
de enfermedades. Esta categoria abarca una amplia gama de productos, desde
nutrientes aislados y suplementos dietéticos hasta alimentos disefiados, productos
sintéticos, hierbas y alimentos procesados, y se sitiian entre los alimentos y los
productos farmacéuticos (TELESSY et al., 2019; PANDITA y PANDITA, 2022).

Las técnicas 6micas son fundamentales para el desarrollo de ingredientes y
alimentos funcionales. Estos alimentos estdn formulados para tener beneficios
mas alla de la nutricion bésica, como fortalecer el sistema inmunoldgico o mejorar
la salud digestiva. Los avances en tecnologias 6émicas se aplican en la innovacion
y el desarrollo industrial de alimentos funcionales y nutracéuticos, estos avances
estan respaldados por proyectos de investigacion que integran estas disciplinas
para mejorar la salud a través de la alimentacion (PANDITA y PANDITA, 2022).

Analizar metabolitos ayuda a comprender como los alimentos afectan los
procesos metabolicos en el cuerpo, lo que es crucial para desarrollar alimentos
que apoyen la salud y el bienestar. La metabolomica y la lipidomica desempeian
un papel crucial en el desarrollo de alimentos funcionales, ya que proporcionan
una comprension detallada de las moléculas presentes en los alimentos y como
afectan al organismo humano (TELESSY et al., 2019). La metabolomica permite
identificar metabolitos bioactivos en alimentos, como polifenoles y compuestos
antioxidantes, que tienen efectos beneficiosos para la salud, como la reduccion
del estrés oxidativo y la inflamacion (BALCAZAR-ZUMAETA et al., 2023; PANDITA
y PANDITA, 2022).

Analizar como los metabolitos interactiian con los procesos metabolicos
del cuerpo humano es vital para desarrollar alimentos que puedan regular el
metabolismo, como aquellos dirigidos a personas con diabetes o enfermedades
metabolicas (TELESSY et al., 2019). La lipidomica permite analizar el perfil de
acidos grasos en los alimentos como es el caso de los alimentos ricos en acidos
grasos omega-3 que son fundamentales para la salud cardiovascular y cerebral
(SEBEDIO y MALPUECH-BRUGERE, 2022). Ademas, comprende como ciertos
lipidos, como los fosfolipidos, afectan la salud cardiovascular y metabolica
es esencial para crear alimentos funcionales que puedan reducir el riesgo de
enfermedades del corazon y trastornos metabolicos (TELESSY et al., 2019).
La informacion obtenida a través de las émicas permite formular productos
especificos para abordar problemas de salud particulares, como la obesidad, la
hipertension y las enfermedades cardiacas (PANDITA y PANDITA, 2022)

Las tecnologias dmicas también ayudan a comprender los compuestos que
influyen en el sabor y la textura de los alimentos funcionales. Esto es crucial
para garantizar que los alimentos desarrollados no solo sean saludables sino
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también apetitosos para los consumidores. La aplicacion de la metabolémica y
la lipidémica en el desarrollo de alimentos funcionales representa un enfoque
cientifico avanzado para crear productos que no solo sean agradables, sino
también beneficiosos para la salud humana (Kouuis ef al., 2021).

Las ciencias 6émicas han revolucionado tanto la industria alimentaria como
la investigacion médica al proporcionar una vision detallada de las moléculas
presentes en los alimentos y en el cuerpo humano. Estas disciplinas no solo
son esenciales para el desarrollo de alimentos funcionales, sino que también
desempefian un papel crucial en la caracterizacion de enfermedades y
complicaciones (TELESSY ef al., 2019). Ademas, ayudan a formular alimentos
personalizados para satisfacer las necesidades dietéticas especificas de las
personas, como dietas bajas en sodio o ricas en antioxidantes, mejorando asi la
salud publica (SEBEDIO y MALPUECH-BRUGERE, 2022).

Las omicas principalmente la metabolomica y la lipidomica facilitan el
diagnostico temprano de enfermedades como diabetes, cancer y enfermedades
cardiacas al identificar marcadores moleculares especificos en el cuerpo,
permitiendo intervenciones preventivas mas efectivas (SEBEDIO y MALPUECH-
BRUGERE, 2022). Al comprender los perfiles metabolicos y lipidicos, los médicos
pueden personalizar los tratamientos para enfermedades cronicas, optimizando
la eficacia y minimizando los efectos secundarios (PANDITA y PANDITA, 2022).
También, ayudan a entender las complicaciones asociadas con enfermedades,
como la resistencia a la insulina en la diabetes, esto conduce al desarrollo de
terapias mas precisas y especificas.

Las tecnologias émicas estan revolucionando tanto la industria alimentaria
como el campo de la medicina, mejorando la calidad de vida y facilitando
avances importantes en el diagnoéstico y tratamiento de enfermedades. Su
habilidad para ofrecer una vision completa de las complejidades moleculares en
los alimentos y en el cuerpo humano las convierte en herramientas esenciales
en la ciencia contemporanea.

74. APLICACIONES DE LAS OMICAS EN AREAS DE BIOTECNOLOGIA

En la confluencia de la ciencia y la innovacion, las ciencias 6micas han
emergido como un catalizador poderoso para la revolucion en la biotecnologia.
Estas disciplinas han abierto una ventana sin precedentes hacia la comprension
y manipulacion de sistemas bioldgicos a nivel molecular. A medida que
avanza el siglo XXI, las aplicaciones de las 6micas se han vuelto presentes en
numerosos campos de la biotecnologia, abarcando desde la mejora de cultivos,
industria alimentaria y la produccion de biofarmacos hasta la biodegradacion de
contaminantes ambientales y el disefio de enzimas personalizadas (figura 18).
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Figura 18. Ciencias omicas y su relacion con la tecnologia

Nota. Se muestra la integracion de la biotecnologia y las ciencias 6micas (gendmica,
proteémica, metabolomica, entre otras) aplicadas en diversas areas, como salud,
agricultura, investigacion biomédica y ambiental. Las flechas indican la conexion entre
las disciplinas 6micas y sus aplicaciones practicas en distintas areas de la biotecnologia.

En la tabla 23 se muestran la interseccion entre las ciencias dmicas y la
biotecnologia examinando como estas tecnologias estan impulsando avances
revolucionarios que tienen un impacto profundo en la salud, la sostenibilidad y la
innovacion en la industria biotecnologica. Desde la secuenciacion del ADN hasta
la modificacion genética y la creacion de productos biotecnologicos innovadores.
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Tabla 23. Aplicaciones de las ciencias omicas en diferentes dareas de biotecnologia

Areas de la
biotecnologia

Aplicaciones de las ciencias 0micas

Referencia
(autor, afio)

Biotecnologia agri-
cola

Genomica para mejorar cultivos resistentes
a enfermedades.

(Jacossetal.,2012;
LiLL et al., 2021)

Biotecnologia mé-
dica

Transcriptomica en el desarrollo de terapias
génicas.

(PURANIK et al.,
2022)

Biotecnologia am-
biental

Metagendmica para estudiar comunidades
microbianas en el suelo. La protedmica
contribuye en la degradacion de contami-
nantes y la remediacion de suelos y aguas
contaminadas.

(Ko et al., 2022)

Biotecnologia in-
dustrial

Proteomica para producir enzimas
industriales.

(ZHENG et al., 2019)

Biotecnologia ali-
mentaria

Metabolémica para mejorar la calidad de los
alimentos.

(MAESTRELLO et al.,
2022)

Biotecnologia far-
macéutica

Genomica funcional en el desarrollo de
nuevos farmacos.

(PURANIK et al.,
2022; BARBERI et
al.,2022)

Omicas en la
biorremediacion

Investiga como la gendmica se utiliza para
el disefio de microorganismos modificados
genéticamente que pueden degradar
contaminantes ambientales, contribuyendo
a la biorremediacion.

(MAsSON et al.,
2023)

Biologia sintética

Investiga como las tecnologias dmicas
se aplican en la construcciéon y disefio
de sistemas bioldgicos sintéticos con
aplicaciones en la produccion de compuestos
valiosos y en la medicina.

(ZHENG et al., 2019)

Biotecnologia es-
pacial

Examina como las tecnologias 6micas se
aplican para estudiar como los organismos
se adaptan a condiciones espaciales y como
se pueden desarrollar soluciones para la
exploracion espacial.

(MAssoN et al.,
2023)

Biotecnologia mi-
crobiana

Examina como la transcriptomica se utiliza
para mejorar la produccion de metabolitos de
interés industrial en microorganismos, como
bacterias y hongos.

(Ko et al.,2022)
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Las metodologias de secuenciacion de alto rendimiento y las 6micas en general,
tienen un enorme potencial para desentrafiar estas contingencias y mejorar
la comprension, pero recién ahora estain comenzando a materializarse en la
investigacion. El aumento de la globalizacion, la intensificacion de la agricultura,
la urbanizacion y los cambios climaticos han dado como resultado un aumento
significativo reciente de enfermedades zoonoticas infecciosas emergentes. Las
enfermedades zoondticas son cada vez mas comunes, por lo que se requiere
una investigacion innovadora, eficaz e integradora para comprender mejor su
transmision, las implicaciones ecologicas y la dindmica en las interfaces entre
la vida silvestre y los humanos y también en la ganaderia.

7.5. CIENCIAS OMICAS EN LA BIOTECNOLOGIA VEGETAL

Las 6micas ha revolucionado la agricultura al permitir el desarrollo de
cultivos resistentes a enfermedades de manera mas precisa y eficiente. A través
del estudio detallado del genoma de plantas y patogenos, los cientificos pueden
identificar genes responsables de la resistencia a enfermedades. Esta informacion
se utiliza para criar variedades de cultivos que son naturalmente resistentes a
ciertas enfermedades, reduciendo asi la necesidad de pesticidas y aumentando
la productividad agricola. Las 6micas en la biotecnologia vegetal explora como
la protedmica se utiliza para entender las respuestas de las plantas a factores
de estrés y como se pueden desarrollar variedades vegetales mas resistentes y
productivas (tabla 24).

Tabla 24. Biotecnologia vegetal utilizando omicas

Aplicacion Descripcion

Identificacion de genes ~ Se utilizan técnicas gendmicas para identificar genes en las plantas
de resistencia que confieren resistencia a enfermedades especificas.

Edicion genética La edicién genética, especialmente con tecnologias como
CRISPR-Cas9, se emplea para modificar genes y crear cultivos
resistentes a enfermedades sin necesidad de introducir genes de
otras especies.

Secuenciacion de pa- Los patdgenos también se someten a secuenciacion gendmica para
togenos entender sus variaciones y evolucion, lo que ayuda a desarrollar
estrategias para combatirlos.

Mejora de vacunas La genomica se utiliza para desarrollar vacunas vegetales, que
vegetales son proteinas producidas por las plantas para resistir patogenos
especificos.
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Cultivos personaliza- Los agricultores pueden seleccionar variedades de cultivos
dos disefladas gendmicamente para resistir las enfermedades mas
comunes en su area especifica.

Reduccion del uso de Al tener cultivos naturalmente resistentes, se reduce la necesidad
quimicos de utilizar pesticidas y fungicidas, lo que beneficia tanto al medio
ambiente como a la salud humana.

La protedmica, ha emergido como una herramienta poderosa en la investigacion
agricola. En el contexto de la biotecnologia vegetal, la protedmica se utiliza para
analizar las respuestas de las plantas a diversos factores de estrés, como sequias,
salinidad y enfermedades, proporcionando asi una vision detallada de los cambios
en las proteinas involucradas en estas respuestas. Comprender estas respuestas
a nivel protedmico es fundamental para el desarrollo de variedades vegetales
mas resistentes y productivas, lo que es esencial para garantizar la seguridad
alimentaria en un mundo afectado por el cambio climéatico y las crecientes
demandas de alimentos. Numerosos estudios han respaldado esta afirmacion,
incluyendo investigaciones como la de KHATOON et al. (2023), quienes utilizaron
técnicas de protedmica para identificar proteinas clave en las respuestas del arroz
a la sequia y la salinidad, lo que proporciona informacion valiosa para la mejora
genética de las plantas (KHATOON et al., 2013).

7.6. OMICAS EN VETERINARIA

Las tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento han revolucionado el
campo de la salud animal, especialmente en la deteccion de patogenos del ganado,
el diagnostico y la vigilancia zoondtica. Estas herramientas permiten analizar
genomas de patdgenos con una precision sin precedentes, identificar nuevas
variantes y comprender mejor la epidemiologia de enfermedades zoondticas.
La secuenciacion de proxima generacion (NGS, por sus siglas en inglés) ha sido
especialmente invaluable en la identificacion temprana y el seguimiento de brotes
de enfermedades, lo que es fundamental para la toma de decisiones informada
en la gestion de la salud animal y la salud ptblica. Investigaciones como las de
GUELBENZU-GONZALO ef al. (2019) demuestran cémo la secuenciacion de alto
rendimiento se ha utilizado para analizar patogenos, como el virus de la fiebre
aftosa, permitiendo una vigilancia mas efectiva y una respuesta rapida a los brotes,
lo que es esencial para prevenir la propagacion de enfermedades zoonoticas.

Uno de los estudios realizado en la investigacion ganadera mostro el estado
actual del uso de tecnologias de secuenciacion en la deteccion de patdgenos
en ganado bovino, canino (Canis lupus familiaris ), ovino (Ovis aries), cerdos
(Sus scrofa), caballos (Equus caballus), pollos (Gallus gallus domesticus)
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y patos (4natidae) y cobmo puede mejorar el seguimiento y la deteccion de
infecciones zoonoticas. También presenta varios enfoques de secuenciacion de
alto rendimiento para mejorar la deteccion de agentes infecciosos conocidos,
desconocidos y emergentes, lo que da como resultado un mejor diagnostico de
enfermedades infecciosas, asi como la vigilancia de enfermedades infecciosas
zoonoticas. En los proximos afos, el avance continuo de las tecnologias de
secuenciacion mejorard la investigacion ganadera y acelerara el desarrollo de
varios estudios gendmicos y tecnologicos nuevos en animales de granja.

A medida la genémica avanza, en veterinaria se dispondra de diagnosticos
mas completos. Un ejemplo del uso de WGS, se muestra en el virus del sindrome
respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV), que se diagnostica por el andlisis
tradicional de la secuenciacion de marco de lectura abierto (ORF) por Sanger.
Cuando el diagnostico inicial no es concluyente para determinar la causa raiz
de las observaciones clinicas, se utiliza WGS para un andlisis mas completo. Se
utilizan multiples programas de software (es decir, Clustal X, SimPlot, Bootscan)
para evaluar cepas de peso recombinantes sospechosas y previamente reconocidas
de la poblacion. Alternativamente los investigadores han descrito el desarrollo
de WGS para muestras clinicas que contienen multiples cepas de PRRSV. Los
resultados de WGS se comparan con las cepas de vacuna atenuadas conocidas
y con las cepas de peso previamente identificadas del rebafio (RISSER ef al.,
2021). A medida que la WGS se vuelve méas comin, se podran identificar mas
recombinaciones de PRRSV, pero habra que discernir la importancia clinica de
la recombinacion.

El Staphylococcus aureus es un patégeno importantes animales. En el ganado
vacuno, es uno de los agentes mas importantes de mastitis, provocando graves
costes en la industria lactea. Por lo tanto, el diagnostico precoz y la terapia
adecuada son 2 factores clave para hacer frente a los problemas causados por
esta bacteria, y la bencilpenicilina (penicilina) suele ser la primera opcion para
tratar estas infecciones. Desafortunadamente, las pruebas de resistencia a la
penicilina en cepas bovinas de S. aureus muestran resultados discrepantes segun
la prueba utilizada, en consecuencia, aun se desconoce cual es el mejor método
para evaluar la resistencia a la penicilina. Por tanto, el objetivo de este estudio
fue encontrar un método que evalte la resistencia a la penicilina en S. aureus
y dilucidar los mecanismos que conducen a las discrepancias observadas. Sin
embargo, se encuentran discrepancias con los métodos convencionales de analisis
de resistencia, que podrian explicarse completamente mediante el analisis WGS.
Se ha demostrado que la resistencia a la penicilina depende en gran medida de
la integridad del promotor del operdn Bla: cuando el operdn Bla estaba completo
segun el analisis WGS, todas las cepas mostraron una resistencia mayor, mientras
que cuando el operdn esta mutado (delecion de 31 nucledtidos), son sensibles a
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la penicilina excepto en aquellas cepas en las que se observd un mecanismo de
resistencia adicional independiente del operon Bla. Los anélisis WGS muestran
que la resistencia a la penicilina realmente se evallia mediante el ensayo MIC,
se requiere precaucion al interpretar los resultados de la difusion en disco y de
la PCR.

Se llevaron a cabo investigaciones de campo después de que se reportara un
pequeio grupo de intoxicacion alimentaria que involucraba seis casos. Si bien no
hubo muestras de heces disponibles de los casos para pruebas microbiologicas,
se encontrd que especies de Salmonella estaban presentes en las heces de
manipuladores de alimentos con sintomas de gastroenteritis. Se investigaron
retrospectivamente cuatro aislados de Salmonella recuperados de manipuladores
de alimentos a nivel del genoma mediante secuenciacion del genoma completo
(WGS). WGS mostrd que S. Anfo (formulas antigénicas 39: y :1,2), un serovar
raramente aislado, causaba infecciones en los manipuladores de alimentos. S.
Anfo analizado en este estudio contenia factores de virulencia necesarios para
causar enfermedades. No contenian genes ni plasmidos de resistencia a los
antibidticos. Los aislados epidemioldgicamente relacionados se diferenciaban
entre si por un maximo de un Unico polimorfismo de nucle6tido. WGS fue til
para identificar serovares raros de Salmonella y es potencialmente mas rentable
que los métodos tradicionales de serotipificacion. También puede agrupar con
confianza aislados epidemiologicamente relacionados que pertenecen a S. Anfo
(OcTaviA et al., 2019).

7.7. OMICAS Y COMUNIDADES MICROBIANAS EN EL SUELO

La metagenomica ha surgido como una herramienta poderosa para estudiar
las complejas comunidades microbianas en el suelo. Al utilizar técnicas de
secuenciacion de nueva generacion, la metagendmica permite analizar el
material genético presente en muestras ambientales sin necesidad de cultivar
los microorganismos en laboratorio. Esto proporciona una vision detallada y
global de la diversidad microbiana en el suelo, incluyendo no solo bacterias,
sino también arqueas, hongos, virus y otros microorganismos. Estos estudios
metagendmicos han revelado la enorme diversidad funcional y genética de los
microorganismos del suelo, asi como su papel crucial en los ciclos biogeoquimicos
y la salud del ecosistema. Investigaciones como las de FIERER et al. (2012) han
utilizado enfoques metagendomicos para analizar la estructura y funcion de
las comunidades microbianas en diferentes tipos de suelos, proporcionando
conocimientos valiosos sobre la biodiversidad y la ecologia microbiana en el
suelo. En la tabla 25 muestra como esta 6mica avanzada ha transformado la
comprension de los ecosistemas del suelo.



CAPITULO 1. APLICACIONES DE LAS CIENCIAS OMICAS EN EL DIAGNOSTICO 103

Tabla 25. Aplicaciones en comunidades microbianas en el suelo

Aplicaciones Descripcion

Diversidad Revela la diversidad microbiana del suelo, identificando bacterias,

microbiana hongos, virus y otros microorganismos presentes. Esto proporciona una
imagen detallada de la riqueza biologica del suelo.

Funcionalidad Analizando el material genético, los cientificos pueden deducir las

del suelo funciones que estas comunidades microbianas desempefian en el suelo.
Esto incluye la descomposicion de materia organica, la fijacion de
nitrogeno y la produccion de enzimas.

Ciclos La metagendmica permite rastrear los ciclos biogeoquimicos en el suelo,

biogeoquimicos: como el ciclo del carbono y del nitrogeno. Esto es esencial para entender
como los microorganismos contribuyen a estos procesos fundamentales.

Estudio Los cientificos pueden identificar genes especificos relacionados con la

de genes resistencia a pesticidas, la degradacion de contaminantes y la tolerancia

especificos a condiciones adversas, proporcionando informacion crucial para la
agricultura y la biorremediacion.

Adaptacion La metagendmica también se utiliza para estudiar como las comunidades

al cambio microbianas del suelo se adaptan al cambio climatico y como pueden

climatico contribuir a la mitigacion de sus efectos.

Biorremediacion Comprender la metagenomica del suelo es fundamental para desarrollar
estrategias de biorremediacion efectivas, utilizando microorganismos
especificos para descontaminar suelos afectados por sustancias quimicas
dafiinas.

Agricultura La metagenomica ayuda a desarrollar practicas agricolas mas sostenibles

sostenible al comprender la ecologia microbiana del suelo, lo que puede llevar a

técnicas de agricultura de precision y reducir la necesidad de productos
quimicos agricolas.

La metagendmica ofrece una ventana sin precedentes al mundo microbiano del
suelo, siendo fundamental para la conservacion del medio ambiente, la agricultura
sostenible y la comprension de los procesos ecoldgicos fundamentales. Este tema
sera abordado en el ultimo capitulo del libro.

7.8. OMICAS EN LA BIOLOGIA SINTETICA

En el &mbito de la biotecnologia industrial, las fabricas de células microbianas
aprovechan recursos renovables para producir energia, materiales y productos
quimicos. Este campo desempefia un papel cada vez mas crucial en abordar
desafios relacionados con los recursos, la energia y el medio ambiente. La biologia
de sistemas ha arrojado nueva luz sobre estas fabricas microbianas industriales,
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profundizando en la comprension de sus procesos desde un enfoque previamente
enigmatico hasta uno mas claro y transparente. Mediante la elaboracion detallada
de perfiles multiomicos en todo el sistema, se ha revelado de manera valiosa el
funcionamiento y la regulacion de estas redes a nivel gendmico.

La biofabricacion es un componente clave de la biotecnologia que utiliza
sistemas biologicos para producir bioproductos de relevancia comercial, que
son de gran interés para las industrias energética, de materiales, farmacéutica,
alimentaria y agricola. Los enfoques basados en la biotecnologia, como la biologia
sintética y la ingenieria metabolica, dependen en gran medida de la biologia de
sistemas impulsada por las dmicas para caracterizar y comprender las redes
metabdlicas. El conocimiento adquirido a partir de experimentos de biologia de
sistemas ayuda al desarrollo de herramientas de biologia sintética y al avance
de los estudios de ingenieria metabdlica hacia el establecimiento de plataformas
solidas de biofabricacion industrial.

La aplicacion de la biologia de sistemas ha sido especialmente exitosa en la
creacion de fabricas de células microbianas para una amplia gama de productos, asi
como en la optimizacion de procesos industriales. Esta metodologia ha acelerado
significativamente el progreso en el campo de la biotecnologia industrial.

En la biotecnologia industrial, la transcriptdmica ha optimizado la produccion
de enzimas, bioplasticos y biocombustibles. Analizando la expresion génica a
nivel global, los investigadores pueden identificar genes clave para mejorar la
eficiencia de los procesos, contribuyendo asi a la sostenibilidad industrial. La
transcriptomica ha transformado la forma en que las industrias biotecnoldgicas
operan, permitiendo una produccién mas eficiente, segura y adaptada a las
necesidades especificas de cada aplicacion.

Con la produccion de productos biotecnologicos como enzimas, proteinas
recombinantes y metabolitos, la transcriptdmica permite analizar las expresiones
génicas en microorganismos o c€lulas de interés. Comprender los patrones de
expresion génica facilita la optimizacion de condiciones de cultivo y fermentacion,
mejorando los rendimientos y reduciendo costos de produccion. Ademas, al
identificar y modificar genes especificos en microorganismos, la transcriptomica
contribuye a la creacién de cepas mejoradas para la produccion industrial.
Estas cepas pueden tener aumentada resistencia a condiciones adversas, mayor
capacidad para sintetizar compuestos especificos o una tasa de crecimiento
optimizada, mejorando asi la eficiencia de los procesos biotecnoldgicos.

8. CONCLUSIONES

Es fundamental resaltar que WGS, WES vy la secuenciacion dirigida
desempena un papel esencial en la investigacion médica al permitir estudiar las
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bases genéticas de enfermedades hereditarias o adquiridas. Este enfoque puede
conducir al desarrollo de terapias mas efectivas y tratamientos personalizados,
ademds de facilitar la identificacion de nuevos genes relacionados con
enfermedades y profundizar en la comprension de las vias bioldgicas involucradas
en su desarrollo. Comprendiendo las caracteristicas genéticas individuales, los
médicos pueden ajustar los tratamientos de manera precisa de acuerdo con las
necesidades especificas de cada paciente.

Los constantes avances en las técnicas de secuenciacion y el conocimiento
disponibles requieren un estrecho intercambio de médicos y genetistas
moleculares sobre genotipos y fenotipos, asi como el conocimiento de los
desafios y dificultades de la EE para iniciar pasos de diagndstico adicionales
adecuados. Se pueden aplicar analisis funcionales (transcriptdmica, protedmica
y metaboldmica) para caracterizar y validar el impacto de variantes identificadas,
o para guiar la busqueda gendémica de un diagndstico en casos no resueltos. Las
técnicas de diagndstico futuras (secuenciacion del genoma, mapeo Optico del
genoma, secuenciacion de lectura larga y perfiles epigenéticos) mejoraran aun
mas el rendimiento del diagnéstico (WORTMANN et al., 2022).

Con el advenimiento de las tecnologias de RNA-seq, las biomoléculas
basadas en ARN se perfilan como prometedoras para aplicaciones diagndsticas,
prondsticas y terapéuticas en diversas enfermedades, incluyendo cénceres y
enfermedades infecciosas. La identificacion de fusiones genéticas y la expresion
diferencial de transcripciones conocidas que causan enfermedades son solo
algunas de las oportunidades inmediatas que ofrece la RNA-seq.

No obstante, es la diversidad de especies de ARN detectadas a través de
la RNA-seq lo que augura una nueva era en la aplicabilidad clinica de las
mediciones basadas en ARN, incluyendo el potencial de los ARN extracelulares
como indicadores de diagnostico no invasivos para diversas enfermedades. Para
ampliar la utilidad clinica de las técnicas transcriptomicas es crucial trabajar
en el establecimiento de estandares de referencia, optimizar los ensayos para
condiciones clinicas especificas y demostrar la reproducibilidad del ensayo, lo
que requerira esfuerzos continuos en investigacion y desarrollo.

Las técnicas de protedmica han revolucionado el campo del diagnostico
clinico, permitiendo la identificacion precisa de proteinas alteradas en diversas
enfermedades. Estos marcadores proteicos no solo sirven como herramientas
diagnosticas, sino que también ofrecen informacion invaluable sobre los
mecanismos subyacentes de las condiciones patologicas. La protedmica ha
abierto nuevas puertas para comprender la variabilidad clinica en enfermedades
hereditarias, lo que es fundamental para el desarrollo de tratamientos
personalizados y terapias especificas.
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Ademas, al analizar las rutas de sefializacion afectadas por mutaciones
genéticas, la protedmica proporciona valiosas perspectivas sobre los objetivos
terapéuticos potenciales y el disefio de farmacos especificos. Para maximizar
el impacto de la protedmica en el diagnostico, es esencial una colaboracion
estrecha entre cientificos, médicos y patologos para abordar las necesidades no
satisfechas en el campo clinico y continuar explorando nuevas aplicaciones y
avances tecnologicos. En tltima instancia, la protedmica no solo ha mejorado
la precision del diagnostico, sino que también ha allanado el camino para una
medicina personalizada y mas efectiva en el tratamiento de enfermedades
hereditarias y complejas.

En general, las 6émicas han permitido una vision profunda de los genes de
un organismo, desde su secuencia hasta su funcion, redefiniendo la manera en
que se comprenden y abordan las enfermedades, brindando diagndsticos més
preciso y personalizados, contribuyendo significativamente a la biologia de una
amplia variedad de enfermedades, destacando las hereditarias, raras, adquiridas
e infecciosas, abriendo nuevas posibilidades para el tratamiento y la prevencion
de enfermedad, asi como su influencia en la predisposicion a enfermedades.
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CAPITULO 2. IMPACTO DE LA ME;TAGENO’MICA EN LA
MICROBIOLOGIA

1. INTRODUCCION

La metagendmica, la metatranscriptomica, la metaproteémica y la
metabolomica son disciplinas que se situan en la interseccion de la genética, la
biologia molecular, la bioinformatica y otras areas, lo que permite un andlisis
integral de las comunidades microbianas y su interaccion con el entorno. La
metagendémica aborda el material genético colectivo, la metatranscriptdmica
se centra en los ARN funcionales, la metaprotedmica estudia las proteinas
expresadas, y la metaboldmica analiza los metabolitos presentes en las muestras
biologicas. Estas disciplinas combinadas brindan una vision holistica de la funcion
microbiana en entornos diversos, desde el cuerpo humano hasta ecosistemas
acuaticos y terrestres, permitiendo comprender mejor las complejas interacciones
entre los microorganismos y su entorno. Tales conocimientos son esenciales para
el avance en microbiologia y su impacto en la salud y el medio ambiente.

La metagendmica, un campo en expansion dentro de la genémica, se centra
en el estudio de los genomas de comunidades microbianas presentes en muestras
ambientales. Permite explorar una variedad de fuentes, ya sean naturales o
artificiales (habitats acuaticos y suelos agricolas o de relevancia ambiental).
También evalua la flora en otros organismos, como por ejemplo el sistema
gastrointestinal en animales domésticos y el humano. Cabe resalta que el avance
en herramientas y técnicas moleculares ha ampliado significativamente las fuentes
de muestras para los analisis metagendmicos (HANDELSMAN et al., 1998).

La metagendémica desempefa un papel crucial en la comprension de la
diversidad microbiana en diversos ecosistemas. Al permitir el analisis directo
del ADN de las comunidades microbianas en su ambiente natural, esta técnica
proporciona una vision sin precedentes de la estructura genética y la funcionalidad
de estos microorganismos (HozzgiN, 2020; YANG et al., 2021). Esta informacion
es vital para entender los roles ecologicos de las comunidades microbianas en
los ecosistemas, incluyendo su influencia en la salud del suelo, la calidad del
agua y la biodiversidad en los océanos (FENCHEL et al., 1995; RIESENFELD et al.,
2004). Ademas, la metagenomica es esencial en investigaciones relacionadas con
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la salud humana, ya que permite explorar y comprender la microbiota presente
en el cuerpo humano, con implicaciones directas en areas como la nutricion, la
inmunologia y las enfermedades.

2. GENERALIDADES DE LA METAGENOMICA

La metagendmica, segiin DANIEL (2005), abarca un conjunto de técnicas
y procedimientos destinados a analizar el material gendmico completo de
microorganismos que coexisten en entornos especificos, prescindiendo de su
cultivo en laboratorio. Esta disciplina cientifica se centra en estudiar el material
genético colectivo presente en diversas muestras ambientales, como suelos, aguas,
y muestras clinicas complejas, como el tracto digestivo humano (Hozzein, 2020).
A diferencia de la gendmica convencional, que se enfoca en analizar los genomas
de organismos individuales, la metagenémica permite examinar el ADN/ARN
de comunidades microbianas en su conjunto, revelando como interactian y qué
funciones desempefian en sus respectivos ecosistemas.

La metagenomica constituye un campo de estudio cientifico sumamente
adaptable, el cual se divide en dos enfoques fundamentales: el enfoque
taxonomico, que se basa en el andlisis de secuencias, y el enfoque funcional,
centrado en las funciones, ademas, se puede optar por una fusiéon de ambos
enfoques, dependiendo de los objetivos especificos que se busquen alcanzar
(NAVGIRE et al., 2022).

El enfoque taxonémico se utiliza para establecer las relaciones filogenéticas
entre el gen secuenciado y los grupos taxondémicos de microorganismos
reconocidos en las bases de datos. En este contexto, se pone atencion en conjuntos
filogenéticos basados en la secuencia del gen 16S ARNTr, donde se comparan las
unidades taxondmicas operativas (OTU) y las variantes de secuencia de amplicon
(ASV), para describir y clasificar la diversidad genética de los microorganismos
presentes en un ambiente, permiten determinar la presencia y calcular la
abundancia de especies microbianas en un entorno especifico (EDGAR, 2018).
El anélisis metagenémico abarca el perfilado taxondmico y la identificacion de
patdgenos mediante la secuenciacion de nueva generacion (NGS). Estos resultados
fortalecen diversas areas del conocimiento, como el diagndstico de enfermedades,
el seguimiento de brotes y el andlisis del microbioma en distintos habitats.

El enfoque funcional se utiliza para identificar secuencias genéticas con una
actividad especifica o, en el caso de genes nuevos, para determinar su funcion
especifica en una via funcional. Esta labor se realiza mediante la metagendémica
shotgun o escopeta, que abarca la secuenciacion completa de genomas e implica
la anotacion funcional de genes. El término shotgun se refiere a una estrategia
de secuenciacion de ADN que implica la fragmentacion aleatoria del genoma en
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pequefios fragmentos, que luego se secuencian y se ensamblan para reconstruir
el genoma completo. Esta técnica es utilizada principalmente por la tecnologia
de secuenciacion de Illumina y algunas plataformas chinas. Aunque ha sido
ampliamente adoptada, tiene limitaciones en la generacion de fragmentos cortos
(NAVGIRE et al., 2022).

Por otro lado, la secuenciacion de lectura larga, ofrecida por plataformas como
PacBio y Oxford Nanopore, proporciona fragmentos de ADN mucho maés largos.
Esto permite abordar regiones complejas del genoma, como repeticiones largas
y regiones de baja complejidad. Aunque estas tecnologias ofrecen ventajas en
la resolucion de regiones gendmicas dificiles de abordar con la secuenciacion
shotgun, también presentan desafios técnicos y economicos que cada vez se han
ido abordando progresivamente (UDAONDO et al., 2021)

La anotacion funcional se basa en la prediccion y anotacion de genes, donde
la prediccion de genes facilita la identificacion de secuencias potenciales de
proteinas. Estas secuencias, que codifican las proteinas, se comparan con familias
de proteinas en bases de datos para ser funcionalmente anotadas al coincidir
con las funciones de la familia correspondiente. La metagenémica funcional
tiene como objetivo identificar ampliamente proteinas o genes novedosos que
contribuyen a las funciones de la poblacion microbiana y que impactan en el
entorno (NAVGIRE et al., 2022).

Los microbiologos medioambientales sefialan que, en laboratorios de diversos
entornos ecologicos, es posible cultivar menos del 2 % de las bacterias. Este
porcentaje de cultivabilidad, que representa el nimero de bacterias cultivables
en relacion con el recuento total de células, varia segtin los diferentes habitats.
Por ejemplo, oscila entre un 0,001 % y un 15 % en entornos como el agua de mar,
el agua dulce, los lagos mesotroficos, las aguas estuarinas no contaminadas,
los lodos activados, el suelo y los sedimentos (Hozzein, 2020). En contraste,
en habitats como la cavidad bucal humana, puede cultivarse hasta el 50 % de
la microflora.

Sin embargo, los enfoques metagendomicos, basados en la secuencia del
gen 16S ARNr y ampliamente utilizados en el pasado reciente, han mejorado
significativamente nuestra comprension de la diversidad microbiana en estos
lugares. Ademas de 16S, la metagendmica también utiliza otros marcadores
genéticos como ITS (secuencia interna transcrita), 18S (ARN ribosomal 18S),
entre otros, para caracterizar la diversidad microbiana Estos estudios de andlisis
de la diversidad microbiana han conducido a un mayor descubrimiento de nuevos
linajes bacterianos.
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2.1. HISTORIA DE LA METAGENOMICA

La historia de la metagenémica encuentra sus raices en los descubrimientos
pioneros en el mundo microbiano. Leeuwenhoek, con su invencion revolucionaria,
el microscopio, fue el primero en vislumbrar este mundo invisible (ROBERTSON,
2015). Su hallazgo desencadend una intensa investigacion para desarrollar
métodos de cultivo de microorganismos. Robert Koch, por ejemplo, creo el
método de medios de cultivo solidos, un hito fundamental en la historia de
la microbiologia (BLEVINS et al., 2009). A partir de entonces, se ha llevado a
cabo un extenso trabajo para identificar, estudiar y clasificar diversas bacterias,
explorando sus aplicaciones bioldgicas y su evolucion. Estos avances sentaron las
bases para el posterior desarrollo de la metagendmica, disciplina que exploraria
la diversidad microbiana de manera integral.

La metagendmica, un campo relativamente joven en la gendmica, ha
revolucionado la comprension de la diversidad microbiana y su funcionamiento
en distintos entornos. Aunque sus raices se remontan al final del siglo XX y
principios del XXI, los primeros indicios de la metagenémica surgieron con
el advenimiento de la microbiologia y la biologia molecular (HozzeiN, 2020;
YANG et al., 2021). El desarrollo de técnicas para cultivar bacterias en entornos
selectivos ampli6 significativamente nuestro conocimiento del metabolismo
microbiano, explorando aspectos como la resistencia a antibidticos, la produccion
de metabolitos para degradar compuestos extrafios y el andlisis de las rutas
metabolicas (FENCHEL et al., 1995).

Sin embargo, estas técnicas iniciales apenas investigaron alrededor del 1 %
de la diversidad presente en muestras ambientales, dejando un vasto 99 % de
los microorganismos sin explorar (RIESENFELD et al., 2004). Este vacio en el
conocimiento impulso el desarrollo de la metagendmica como una herramienta
integral para explorar y comprender la inmensa diversidad microbiana (figura 19).



CAPITULO 2. IMPACTO DE LA METAGENOMICA EN LA MICROBIOLOGIA

133

Figura 19. Contribuciones historicas al avance de la metagenomica
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Nota. La imagen presenta una linea de tiempo de la historia de la metagendmica,
desde las primeras observaciones de microbiota en 1679 por Leeuwenhoek, hasta los
avances recientes en medicina de precision y analisis de microbioma humano. Destaca
hitos como el desarrollo de la secuenciacion por Sanger y PCR en los afios 70 y 80, el
primer estudio metagendomico en 1990, y estudios recientes sobre el microbioma en
salud humana y medio ambiente.

En la década de 1990 HANDELSMAN, junto con otros cientificos, inici6 la
exploracion del ADN ambiental prescindiendo del cultivo de microorganismos.
Esta innovadora aproximacion llevo al desarrollo de técnicas fundamentales
como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y la secuenciacion de alto
rendimiento. Estos avances posibilitaron el analisis y la secuenciacion del ADN
presente en muestras ambientales completas, evitando la necesidad de cultivar
individualmente los microorganismos (HANDELSMAN ef al., 1998; HANDELSMAN
et al., 2004).

A principios de los afios 2000, surgio el término metagenomica para referirse
al estudio del material genético colectivo presente en comunidades microbianas
en muestras ambientales. Esta metodologia permitié explorar y caracterizar
la diversidad genética microbiana sin necesidad de cultivar cada especie por
separado. El interés por investigar estos microorganismos desconocidos impulsé
el analisis detallado de marcadores moleculares, marcando asi el inicio de una
nueva fase en la ecologia microbiana.
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Los primeros andlisis se centraron en la secuenciacion del ARN ribosomal
58S para construir bibliotecas de ADN complementario a partir de comunidades
sintéticas (RIESENFELD et al., 2004). Variantes de esta técnica dieron paso a
nuevas metodologias, como la reconstruccion de filogenias, la comparacion de
distribuciones microbidticas mediante secuencias de nucledtidos o fragmentos de
longitud polimérfica de restriccion (RFLPs), y el desarrollo de la cuantificacion
de la abundancia relativa de grupos taxondmicos mediante FISH (hibridacion
fluorescente in situ) (GELLMAN, 2023; RIESENFELD et al., 2004).

El creciente interés en la metagendomica ha impulsado numerosos proyectos a
nivel global enfocados en el estudio del microbioma, con el objetivo primordial
de caracterizar y comprender la diversidad y funcion de los microorganismos
en su entorno natural (figura 19). Estos proyectos han recibido financiamiento
de diversas agencias, entre las que se incluyen la Commonwealth Scientific
and Industrial Research Organization (CSIRO) en Australia, los Canadian
Institutes of Health Research (CIHR) en Canada y el proyecto colaborativo
MetaHIT (METAgenomics of the Human Intestinal Tract), respaldado por la
Comision Europea, que involucra a 15 institutos de 8 paises. Estas instituciones
representan solo una parte del amplio apoyo financiero recibido por los proyectos
en metagendmica (NAVGIRE et al., 2022).

Uno de los proyectos mas reconocidos es el Proyecto del Microbioma Humano
(HMP), iniciado por los Institutos Nacionales de Salud (NIH) en 2008. Este
proyecto busca identificar el microbioma humano saludable, investigando la
diversidad y complejidad de las comunidades microbianas en distintas areas
del cuerpo para arrojar luz sobre su composicion y su relacion con la salud y las
enfermedades (BrUssow, 2023). Estos estudios no solo nos ayudan a comprender
la diversidad del microbioma en diferentes 6rganos del cuerpo humano, sino que
también ayudan a comprender la dindmica cambiante de este microbioma en
estados de enfermedad y otras condiciones no saludables (figura 20) (Integrative
HMP Research Network Consortium, 2019).
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Figura 20. Areas de investigacion en metagenomica y proyectos emergentes
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Nota. Se describen aplicaciones de la metagendmica en diversos sectores: en la
industria alimentaria (microbioma de alimentos y fermentacion), en salud (microbiomas
humano e intestinal, resistencia a antibidticos), en agricultura (microbioma del suelo y
cultivos), y en otros entornos ambientales (microbiomas marino, terrestre y de bosques).

A raiz del HMP surgio el Proyecto Microbioma Intestinal Humano, enfocado
especificamente en el intrincado mundo del microbioma intestinal humano, su
objetivo es cartografiar tanto la diversidad como la funcion de las comunidades
microbianas presentes en el tracto gastrointestinal, profundizando en su impacto
en la salud y las enfermedades humanas (NAVGIRE ef al., 2022).

Por otro lado, el Proyecto Tara Océanos se inicié en 2009 como una expedicion
cientifica con el propdsito de investigar y cartografiar la diversidad genética
y molecular en los océanos del planeta. Utilizando el barco de investigacion
Tara, este proyecto tenia como objetivo comprender a fondo los ecosistemas
marinos y su biodiversidad a través del analisis de muestras de agua tomadas
en distintos puntos del océano mundial. El enfoque principal fue el estudio del
microbioma marino y su impacto en los ecosistemas oceanicos, se recolectaron
datos gendmicos de una amplia gama de microorganismos, incluyendo bacterias,
arqueas y virus (PIERELLA et al., 2020).

Por otra parte, el Proyecto Earth Microbiome dio inicio alrededor de 2010, con
el proposito de mapear y comprender la diversidad genética de microorganismos
en diversos entornos terrestres, abarcando suelos, aguas dulces, aire y el cuerpo
humano. Este proyecto se enfocé en comprender la microbiota presente en
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diferentes ambientes terrestres y su influencia en la salud y el funcionamiento
de los ecosistemas, con el objetivo de obtener una visiéon global de los
microorganismos en la Tierra y su papel fundamental en los ciclos biogeoquimicos
(GILBERT et al., 2018).

Estos proyectos representan solo algunos ejemplos de las amplias
investigaciones llevadas a cabo en el campo de la metagenomica para comprender
la diversidad y funcion de los microorganismos en diferentes entornos.

2.2. ENFOQUES DE SECUENCIACION Y FUNCIONALES DE LA METAGENOMICA

La metagenomica puede ser clasificada de diversas maneras segtn el
enfoque de estudio y las técnicas utilizadas, segun los objetivos especificos
de estudio, ZHANG et al. (2021) intentaron clasificarla en dos categorias
principales: la metagendomica funcional y la de secuenciacion (ZHANG et
al., 2021). La metagenomica funcional se enfoca en descubrir nuevos genes
funcionales y sustancias bioactivas relacionadas, centrandose en la identificacion
y caracterizacion de las funciones genéticas presentes en las comunidades
microbianas. Por su lado, la metagendmica de secuenciacion se dedica a explorar
la diversidad de la comunidad microbiana, buscando describir la composicion
genética de estas comunidades mediante el analisis de su diversidad gendémica
(ZHANG et al., 2021).

Sin embargo, otros estudios han propuesto una clasificacién basada en los
tipos de datos generados segun la técnica de secuenciacion utilizada: datos de
genes dirigidos por amplificacion y datos de genes no dirigidos o shotgun. En
este sentido, BREITWIESER y colaboradores en 2019, introdujeron el término
metataxonomica para referirse a los datos obtenidos mediante secuenciacion de
amplicones, mientras que emplearon el término metagenomica para los datos
generados a través de secuenciacion de shotgun (BREITWIESER et al., 2019).

El avance de las técnicas de secuenciacion ha impulsado el progreso de
las investigaciones microbianas basadas en el ARNr 16S y genomas integros.
Los estudios de metagenomica de amplicones suelen enfocarse en explorar la
diversidad microbiana, mientras que la investigacion de metagendmica shotgun se
centra en la identificacion de genes funcionales y el metabolismo (KAMBLE et al.,
2020). Esta distincion se basa en el tipo de informacion gendmica y taxonémica
obtenida mediante estas técnicas de secuenciacion, lo que proporciona una vision
mas precisa de los enfoques utilizados en el analisis de comunidades microbianas.

Los datos para estos estudios metagendmicos generalmente se obtienen a
partir de secuencias de ADN provenientes de diversos entornos, utilizando
técnicas de secuenciacion de proxima generacion como Illumina, PacBio y Oxford
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Nanopore Technologies, entre otras. Mientras que la metagendmica shotgun
permite la secuenciacion directa del ADN con alto rendimiento, la metataxonomia
(metagenomica de amplicones) requiere la amplificacion de muestras de ADN
con cebadores especificos para genes particulares (figura 21).

El avance de las tecnologias de secuenciacion ha permitido descubrir variantes
especificas en la secuencia del ARN ribosomal 16S. En el caso de las bacterias, el
gen 16S ARNT, que codifica el ARNr 168S, se utiliza comunmente para estudios
filogenéticos y de identificacion taxonomica. Ademas, las variantes de ARNr 18S
y 26S son fundamentales en el analisis genético, especialmente para identificar
especies en organismos eucariotas como los hongos. Las regiones ITS (Internal
Transcribed Spacer) entre estos genes se emplean como marcadores para estudios
taxondmicos debido a su variabilidad entre especies en genomas de hongos
(KAMBLE et al., 2020).

Estas variaciones han revelado grupos taxondmicos nuevos que no son
accesibles mediante técnicas de cultivo tradicionales. Por ejemplo, se ha observado
que mas del 50 % de las especies de acidobacterias, el grupo mas abundante, se
clasifican como no cultivables en la actualidad (RIESENFELD et al., 2004).

Figura 21. Clasificacion y flujo de trabajo en metagenomica con diversas
plataformas de secuenciacion y herramientas bioinformdticas
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Nota. Se muestran dos enfoques en el analisis metagendmico: la secuenciacion de
amplicones y la secuenciacion de shotgun. Incluye plataformas y herramientas asociadas,
como Illumina y Ion Torrent para amplicones con bases de datos como SILVA, y PacBio
y Nanopore para shotgun con herramientas de analisis como MG-RAST y Krona.
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Es asi como, la metagendmica se ha convertido en una herramienta
indispensable que buscan desentrafiar los misterios de la vida microbiana,
descubriendo asi secretos cruciales para el equilibrio y la sostenibilidad de los
ecosistemas terrestres y acudticos, asi como para la salud y bienestar humano,
en donde la ecologia microbiana juega un papel importante.

La ecologia microbiana, parte integral de la metagendmica, se enfoca en
explorar la diversidad de microorganismos presentes en distintos entornos,
desde suelos hasta sistemas humanos, y analiza sus interacciones dentro
de estos ecosistemas. Esta rama de investigacion tiene un impacto directo
en la comprension de la salud humana, los ciclos de nutrientes y presenta
aplicaciones significativas en la industria y la conservacion del medio ambiente.
Ademas, este campo de estudio posibilita la comprension de como los cambios
ambientales afectan la diversidad microbiana, catalizando avances tecnoldgicos
que transforman nuestra comprension de los microorganismos y su relacion
con el entorno.

2.3. ENFOQUES DE OTU Y ASV PARA ANALIZAR DATOS DE SECUENCIACION

Los OTU Yy las ASV son enfoques distintos para analizar datos de secuenciacion
en estudios de diversidad microbiana.

OTU: estos grupos se forman con base en similitudes de secuencia por encima
de un umbral predefinido. Esto puede llevar a agrupar secuencias que pueden
tener diferencias pequefias pero que se consideran lo suficientemente similares
como para ser asignadas al mismo grupo. Los OTU son utiles para reducir la
complejidad de los datos y pueden ser menos sensibles a errores de secuenciacion,
pero pueden subestimar la diversidad real al agrupar secuencias diferentes en un
solo grupo (GARCIA-LOPEZ et al., 2021).

Variantes de secuencia de amplicon (ASV): en metagenomica, se utilizan
para describir las secuencias Unicas derivadas de datos de secuenciacion de
alto rendimiento, como la secuenciacion de amplicones de genes especificos o
la secuenciacion de genes completos en muestras ambientales o microbiomas
(figura 22) (GARCIA-LOPEZ et al., 2021).
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Figura 22. Andlisis de diversidad y datos generados por NGS: OTU versus ASV
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Nota. Se explica las unidades taxondmicas operacionales (OTU) y las variantes de
secuencia amplicon (ASV) en metagenomica. Las OTU agrupan secuencias segiin un
umbral de similitud (por ejemplo 97 %), representando especies o géneros. Las ASV,
en cambio, identifican variantes genéticas unicas, permitiendo una resolucion a nivel
de cepa o tipo y detectando errores de secuenciacion.

En los recientes afios, se ha implementado la eliminacion de interferencias
mediante diversos algoritmos reconocidos como una alternativa para agrupar
datos, enfocandose en prever y rectificar errores de secuenciacion reales antes
de establecer los grupos, denominados ASV.

Por consiguiente, la agrupacion de ASV se fundamenta en la probabilidad de
secuencia, en contraposicion a la identidad de secuencia (como en las OTU). Los
métodos de eliminacion de ruido se valen de modelos estadisticos solidamente
establecidos para identificar qué secuencias de baja prevalencia aparecen de
forma inusual y, por ende, se consideran variantes de secuencia auténticas. Esto
resulta en grupos personalizados menos numerosos, pero mas coherentes, que
han sido exhaustivamente validados para asegurar una precision mas aceptable
(GARCIA-LOPEZ et al., 2021).

En lugar de agrupar secuencias en OTU, basadas en un umbral de similitud
predefinido, las ASV representan exactamente cada secuencia tinica observada en
los datos, esto permite una resolucion mas alta en la identificacion de diferentes
cepas o variantes genéticas dentro de una muestra.
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Las ASV se emplean para explorar la diversidad microbiana, investigar las
interacciones entre microorganismos, identificar especies presentes en un entorno
especifico y comprender la funcion de la comunidad microbiana en distintos
habitats. A diferencia de las OTU, las ASV representan secuencias genéticas
unicas observadas en los datos, lo que proporciona una resolucion mas alta al
capturar las variantes genéticas individuales. Esto facilita una comprension
mas precisa de la diversidad microbiana. No obstante, las ASV pueden ser mas
susceptibles a errores de secuenciacion y generar mas interferencias en los datos
debido a su nivel de detalle.

La eleccion entre OTU y ASV depende de los objetivos especificos del
estudio y la resolucion deseada. Algunos estudios pueden beneficiarse de la
simplicidad y la reduccion de datos que proporcionan los OTU, mientras que otros
pueden requerir la precision y la resolucion mas alta de las ASV para capturar
la diversidad microbiana con mayor detalle. En los tltimos afios, en el &mbito
de la investigacion microbidtica, se han empleado con mayor frecuencia los
ASV, en adicion a los métodos convencionales de OTU. A pesar de que se han
examinado las diferencias entre los métodos de identidad y de eliminacion de
ruido en diversas muestras, como comunidades simuladas, suelos, excrementos
de roedores, leche materna y muestras intestinales, ain quedan en gran medida
sin explorar muchos otros entornos ecologicos (GARCIA-LOPEZ et al., 2021).

24. ECOLOGIA MICROBIANA Y METAGENOMICA

La ecologia examina las relaciones entre los organismos y su ambiente, y
como estas relaciones afectan a los individuos, poblaciones, comunidades y
ecosistemas en su conjunto. Estudia los factores que determinan la distribucion y
abundancia de los seres vivos. La ecologia microbiana es una rama de la biologia
que se enfoca en el estudio de los microorganismos en su entorno natural y en
las interacciones que tienen con otros organismos y con el medio ambiente. Esta
rama de la ciencia investiga como los microbios se relacionan entre si, con otros
seres vivos y con su entorno fisico. Examina la diversidad, distribucion, funcion
y comportamiento de microorganismos como bacterias, arqueas, hongos, virus
y otros microbios unicelulares. La ecologia microbiana se centra en comprender
coémo los microorganismos influyen en el entorno ambiental y en la salud humana
(Trwarl, 2023), su objetivo es responder dos preguntas fundamentales sobre los
microbios que ocupan un habitat especifico: i) ;quiénes conforman la comunidad
microbiana en ese nicho? y ii) ;qué funciones desempefan estos microorganismos
en ese entorno? Se busca entender el proposito de cada uno de ellos (HILLMAN et
al., 2017; Tiwari, 2023). La ecologia microbiana es crucial para entender como
los microorganismos interactiian con su entorno, como afectan los ecosistemas
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y cOmo estas interacciones pueden tener implicaciones significativas en diversos
aspectos de la vida en la Tierra.

Para abordar estas preguntas de la ecologia microbiana, el analisis filogenético
se ha convertido en una herramienta crucial para comprender las relaciones entre
diferentes grupos microbianos, lo que permite explorar la diversidad gama (),
alfa (o) y beta (B), conceptos fundamentales en ecologia que se utilizan para
medir y comprender la variabilidad y distribucién de especies en un conjunto
de habitats o comunidades (figura 23) (VECHERSKII et al., 2021).

En conjunto, las medidas estadisticas permiten una comprension mas completa
de la biodiversidad en un contexto espacial. Juntas, estas medidas ofrecen una
vision mas holistica de la biodiversidad y la estructura de las comunidades en el
espacio y el tiempo (figura 23) (VECHERSKII ef al., 2021). En ecologia microbiana
y analisis metagenomico, se emplean varios indices y medidas de diversidad para
evaluar la composicion y estructura de las comunidades microbianas.

Figura 23. Representacion grdfica de la diversidad alfa, beta y gamma
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Nota. La diversidad alfa se limita a un ambiente definido. La diversidad beta, es la
disimilitud que existe entre dos ambientes. La diversidad gama es la diversidad global.

2.4.1. LA DIVERSIDAD GAMA

Presenta la diversidad total a lo largo de un area geografica o un gradiente
ambiental mas amplio. Abarca todas las especies presentes en una region o
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a lo largo de un gradiente ambiental completo, incluyendo todos los hébitats,
ecosistemas o sitios de estudio dentro de esa area.

2.4.2.

LA DIVERSIDAD ALFA

El analisis de la diversidad a se centra en la riqueza y distribucion de especies
dentro de un area especifica, como un suelo, un cuerpo de agua o un hébitat
determinado. Describe la cantidad y disposicion de diferentes especies en ese
entorno. Los indices de diversidad alfa, como la riqueza de especies (nimero
total presente) y la equitabilidad (distribucion relativa de abundancias), junto con
otros indices, detallan la composicion y estructura de la comunidad microbiana
en un sitio dado. En ecologia microbiana y andlisis metagendmico, se emplean
varios indices y medidas de diversidad para evaluar la composicion y estructura
de las comunidades microbianas, la diversidad alfa utiliza:

El indice de Faith's Phylogenetic Diversity (PD): es una medida uti-
lizada en ecologia y biologia para evaluar la riqueza evolutiva de una
comunidad o muestra. A diferencia de otros indices de diversidad que se
enfocan en la cantidad o distribucion de especies, este indice considera
la diversidad basada en la relacion filogenética o evolutiva entre las
especies presentes. Faith PD utiliza informacion sobre las relaciones
filogenéticas entre las especies o taxones presentes en una muestra.
Cuanto mas divergentes sean las especies en una comunidad, mayor
sera la diversidad medida por Faith PD. Se calcula a partir del arbol
filogenético que representa la relacion evolutiva entre las especies.

Esta métrica proporciona una medida de la diversidad que considera la
historia evolutiva y las relaciones entre especies, lo que lo hace especialmente
valioso en estudios que consideran la evolucion y la historia filogenética
de las comunidades bioldgicas. En metagendémica, se utiliza para evaluar
la diversidad filogenética de las comunidades microbianas en diferentes
ambientes, lo que brinda una perspectiva mas completa de la composicion
y la evolucion de estas comunidades en su contexto ambiental.

El indice de rarefaccion: se emplea para nivelar las diferencias en el
numero de secuencias entre distintas muestras, permitiendo una compa-
racion equitativa de la diversidad microbiana. Se calcula para analizar
la riqueza de especies en un conjunto determinado de muestras indivi-
duales mediante la construccion de curvas de rarefaccion. Basicamente,
la rarefaccion estima la diversidad esperada o el numero de especies
predichas en una muestra, suponiendo que se toman secuencias en una
cantidad fija o uniforme. Esto se logra al muestrear repetidamente un
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numero especifico de secuencias de una muestra original mas grande. El
proceso implica seleccionar aleatoriamente un nimero determinado de
secuencias de cada muestra para crear muestras enrarecidas o igualadas
en tamafo. El indice de rarefaccion genera curvas que ilustran como
cambia la riqueza o diversidad observada a medida que se incrementa
el nimero de secuencias analizadas. Estas curvas ayudan a estimar la
diversidad microbiana considerando el tamafio de la muestra, permi-
tiendo comparaciones precisas entre diferentes muestras con distintos
numeros de secuencias.

2.4.3. LA DIVERSIDAD BETA

Se refiere a la variacion en la composicion de especies entre diferentes sitios
o muestras. Evalia como cambian las comunidades microbianas de un lugar
a otro, midiendo la diferencia o similitud en la composicion de especies entre
varios habitats o condiciones ambientales.

Los andlisis de diversidad beta pueden utilizar técnicas estadisticas como
analisis de similitud, analisis de componentes principales (PCA), indices de
disimilitud (por ejemplo, indices de Jaccard o Bray-Curtis o el indice de Morisita-
Horn, entre otros) para comparar la composicion y estructura de las comunidades
microbianas entre diferentes localidades (HILLMAN et al., 2017; TiwaRr1, 2023).

« Indice de disimilitud. Es una medida utilizada para cuantificar la
diferencia o disimilitud entre dos conjuntos de datos, muestras o grupos.
Este indice proporciona una forma de evaluar la distancia o diferencia
entre observaciones, y su calculo varia segun el contexto y el tipo de
datos. En metagendmica el indice de disimilitud mide la composicion
del microbioma junto con el andlisis de coordenadas principales pueden
calcularse de varias formas, como la distancia euclidiana, la distancia
de Jaccard (cualitativa), la distancia de Bray-Curtis (cuantitativa), entre
otras, dependiendo de la naturaleza de los datos y los objetivos del
analisis (Trwari, 2023).

« [Indice de Jaccard. Es una medida utilizada en ecologia microbiana y
analisis metagendémico para evaluar la similitud entre dos muestras o
comunidades microbianas, se utiliza para comparar la similitud entre
la presencia/ausencia de especies en diferentes muestras. Este indice se
calcula dividiendo el nimero de especies compartidas entre dos muestras
por el numero total de especies encontradas en ambas muestras, tanto
las compartidas como las no compartidas. Proporciona una medida de
la similitud basada en la presencia/ausencia de especies, lo que permite



144

RuTH MELIDA SANCHEZ MORA

comprender qué tan similar es la composicion taxondmica entre dos
muestras microbianas.

Coeficiente de Bray-Curtis. Evalua la similitud entre dos muestras o
comunidades microbianas, se clasifica dentro de la diversidad beta y
se utiliza para comparar la similitud entre las abundancias relativas de
especies presentes en diferentes muestras. Este coeficiente se calcula
considerando la suma de las diferencias absolutas en abundancia de cada
especie entre dos muestras, dividida por la suma total de las abundancias
en ambas muestras. Proporciona una medida de similitud que toma en
cuenta la abundancia relativa de especies, permitiendo entender como
se parecen las comunidades microbianas en términos de su composicion
y estructura.

Indice de Morisita-Horn. Este indice evalta la similitud o la sobrepo-
sicion entre dos muestras o comunidades microbianas, se emplea para
comparar la similitud en la composicion de especies entre muestras.
El célculo de este indice implica la comparacion de las frecuencias
de especies en dos muestras, teniendo en cuenta tanto la abundancia
relativa de las especies compartidas como la presencia/ausencia de
especies Unicas en cada muestra. Proporciona una medida de similitud
que considera la proporcion de especies compartidas y la proporcion
de especies exclusivas en ambas muestras, ofreciendo una perspectiva
sobre la similitud en la estructura de las comunidades microbianas.

El indice Shannon. También llamado indice de diversidad o entropia
de Shannon, es una herramienta esencial en ecologia y bioinformatica,
basada en la teoria de la informacion. Su principal funcidén consiste en
medir la diversidad o variabilidad en una muestra o comunidad (TIwARi,
2023). En el contexto de la diversidad biologica, se utiliza para estimar
la variedad de especies, taxones 0 genotipos presentes en una comuni-
dad especifica (Ttwari, 2023). Este indice considera tanto la cantidad de
especies como su distribucion relativa, lo que se conoce como equidad
(HILLMAN et al., 2017). Valores mas altos en el Indice de Shannon sefialan
una mayor diversidad en la comunidad estudiada, considerando tanto la
cantidad de especies presentes como su distribucion relativa. En andlisis
de microbiomas o metagendmica, este indice se emplea para evaluar la
diversidad de especies microbianas en muestras ambientales. Esto facilita
la comparacién de la complejidad y heterogeneidad de las comunidades
microbianas entre distintos entornos, lo que resulta crucial para compren-
der la ecologia microbiana y su interaccion con el ambiente.

El indice de Simpson. Es una medida comunmente empleada en
ecologia y biologia para evaluar la diversidad presente en una muestra
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o comunidad, similar al indice de Shannon. Se utiliza para cuantificar
la variedad de especies o tipos en un ecosistema dado. A diferencia del
indice de Shannon, el indice de Simpson pondera mas a las especies
mas abundantes en la muestra. En lugar de considerar la informacion de
manera equitativa, este indice se enfoca en la dominancia de especies,
otorgando mayor peso a las especies predominantes en lugar de
considerar la equidad entre todas las especies presentes (TIWARIL, 2023).
El resultado del indice de Simpson varia entre 0 y 1, donde 0 indica la
maxima diversidad (equidad méaxima entre especies) y 1 representa la
minima diversidad (mayor dominancia de una especie). En el ambito
de la diversidad microbiana en metagenomica, el indice de Simpson se
utiliza para evaluar la diversidad de especies microbianas en muestras
ambientales o bioldgicas. Proporciona informacion valiosa sobre la
dominancia relativa de ciertas especies dentro de una comunidad
microbiana, lo que ayuda a comprender la estructura y la dinamica de
dichas comunidades en diferentes entornos. Todas estas herramientas son
valiosas en metagenomica para estandarizar y comparar la diversidad
microbiana entre muestras, considerando las variaciones en el nimero
de secuencias obtenidas en cada una. Permiten una evaluacion mas
equitativa y precisa de la diversidad en contextos donde el nimero de
secuencias puede variar significativamente entre muestras. Por otro lado,
las interacciones entre organismos superiores y microorganismos han
despertado gran interés debido al desconocimiento de los factores que las
originan (CHOPRA et al., 2020). Estudiar relaciones como el mutualismo,
el comensalismo y la simbiosis en drganos especificos revela procesos
como el metabolismo del metano, azufre y la regulacion de metabolitos,
llevados a cabo naturalmente por el huésped, aunque este no tenga la
capacidad innata para hacerlo (FENCHEL et al., 1995; GARCIA-AMADO
et al., 2023). Tanto los microorganismos asociados como el hospedero
dependen de estas interacciones para mantener un equilibrio metabolico
que asegure procesos bioldgicos basicos en ambos (CHOPRA et al., 2020).

Ejemplos de estas relaciones se ven en la interaccion entre la rizosfera
y las raices de las plantas, donde se forman microcosmos que albergan
microorganismos capaces de fijar nitrogeno, asociandose especificamente
debido a que la planta proporciona azlicares a cambio de exudados,
generando una quimiotaxis para reclutar grupos taxonémicos especificos
(KuYPERS ef al., 2018). La diversidad microbiana en entornos como el
suelo, los microbiomas de animales ¢ insectos, e incluso en ambientes
extremos como la Antartida o entornos altamente salinos, esta atrayendo
la atencion de los ecologos microbianos. Buscan aprovechar el potencial
de estos grupos taxondmicos y profundizar en las interacciones entre ellos
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(GARCIA-AMADO et al., 2023; GARCIA-LOPEZ et al., 2020; HozzEIN, 2020).
Sin embargo, identificar los roles precisos de los microorganismos en sus
respectivos entornos sigue siendo un desafio considerable. Por lo tanto, no
es suficiente confiar inicamente en la clasificacion basada en secuencias
amplificadas (metataxonomia) para comprender las interacciones presentes
en la comunidad (PADILLA-GARCIA et al., 2021; VECHERSKII ef al., 2021).

3. ESTRATEGIAS DE SECUENCIACION EN METAGENOMICA

Durante décadas, las estrategias metagendmicas se han empleado para
caracterizar diversos entornos, que abarcan desde ambientes marinos hasta suelos
toxicos, asi como para analizar vectores de enfermedades y el microbioma humano
(CHIUy MILLER, 2019). La secuenciacion de ADN es una herramienta fundamental
en estudios metagenomicos, permitiendo analizar el material genético presente
en muestras complejas de microbiomas. Esta técnica revolucionaria en especial
la metagenomica de proxima generacion (mNGS), posibilita la identificacion
y catalogacion de la diversidad genética de microorganismos presentes en un
entorno sin necesidad de cultivarlos en laboratorio.

Los métodos de mNGS son herramientas que permiten la identificacion de
una amplia gama de patdgenos, tales como virus, bacterias, hongos y parasitos.
Estos pueden ser identificados a partir de cultivos o directamente desde muestras
clinicas, basandose en secuencias de ADN y/o ARN que son identificables de
manera unica (CHIU y MILLER, 2019). Cualquier muestra de fluido o tejido
corporal que contenga una cantidad suficiente de acido nucleico puede someterse
al analisis mediante mNGS, ya sea de manera dirigida, enfocandose en genes
especificos o regiones genomicas, o de manera no dirigida, como en el enfoque
metagenomico de shotgun (figura 23). Esta técnica posibilita la obtencion de
una gran cantidad de informacion genémica de diversas especies microbianas de
forma simultanea, lo que facilita el estudio completo de comunidades microbianas
y su diversidad funcional.

Elimpacto de la mNGS ha sido fundamental para comprender la composicion,
funcion e interaccion de los microorganismos en diferentes habitats, desde el
suelo y el agua hasta el tracto gastrointestinal humano, puede revelar informacion
sobre la estructura de las comunidades microbianas, su funcién metabolica, su
diversidad genética y como interactiian en su entorno. Ademas, ha sido crucial en
la identificacion de infecciones en restos antiguos, el descubrimiento de nuevos
patogenos virales y en el estudio del viroma humano tanto en estados de salud
como de enfermedad (CHIU y MILLER, 2019), asimismo, de su aplicacion en
campos forenses, la secuenciacion metagendmica también ha encontrado utilidad
en diversas areas de investigacion.
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Aunque estas herramientas han permitido estudiar la abundancia y diversidad
de microorganismos presentes en una gran variedad de muestras, analizar el
potencial funcional de la gran cantidad de genes en el microambiente seria
imposible solo con los enfoques el metagendémico y el meta taxondomico
(VECHERSKII et al., 2021). Entender el papel que desempefian en la regulacion de
procesos bioquimicos, ciclos biogeoquimicos y la interaccion con el hospedero es
fundamental para comprender su presencia en estos ambientes (CHIU y MILLER,
2019). Los resultados ecologicos, al igual que otras técnicas, identifican la riqueza
y abundancia de grupos taxondmicos, ubicando a los microorganismos mas
abundantes, que pueden estar involucrados en la actividad bioquimica dominante
en el nicho.

Se pueden examinar diferentes tipos de muestras de pacientes y colonias
microbianas cultivadas mediante métodos de secuenciacion mNGS, ya sea
dirigida o no dirigida. La secuenciacion metagenomica, el metacodigo de barras
y la metataxonomia, son algunas de las estrategias en metagenomicas que han
sido fortalecidas por los avances de las dmicas en especial la secuenciacion y la
NGS (CH1Uu y MILLER, 2019). No obstante, la actividad no siempre corresponde a
la abundancia, por lo que la metatranscriptomica complementa la interpretacion
junto con los resultados metagendmicos. Estos métodos se emplean para
identificar patdgenos, analizar microbiomas o perfiles del transcriptoma del
huésped (VECHERSKII et al., 2021).

3.1 SECUENCIACION METAGENOMICA NO DIRIGIDA (SHOTGUN)

La secuenciacion metagendémica no dirigida implica la secuenciacion sin
sesgos de todos los acidos nucleicos de microorganismos, virus y otros elementos
genéticos presentes en diferentes muestras, ambientales complejas, como
suelos, agua, el tracto gastrointestinal, etc., se identifican bacterias, hongos,
virus de ADN y ARN, asi como perfiles del transcriptoma humano. Consiste
en la recoleccion y secuenciacion de todo el ADN presente en una muestra, los
datos de la metagendmica de shotgun incluyen todas las secuencias de ADN de
las muestras, se presenta como la mejor opcion para estudiar las poblaciones
microbianas, la cantidad de genes y sus relaciones.

La secuenciacion mNGS implica una serie de etapas. Esto incluye la extraccion
de acidos nucleicos, la amplificacion de ADN y ARN, la preparacion de
bibliotecas, la posible amplificacion por PCR, el proceso de secuenciacion mNGS
o la secuenciacion de tercera generacion y, finalmente, el analisis utilizando
software y herramientas bioinformaticas para ensamblar los fragmentos,
identificar genes, clasificar especies y realizar analisis funcionales.
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La secuenciacion metagenomica no dirigido utiliza la secuenciacién en
shotgun, en la que se logra una amplia cobertura de secuencias de ADN gendémico
utilizando secuenciacién de proxima generacion de alto rendimiento para
evaluar toda la taxondémica estructura o potencial funcional de las comunidades
microbianas (PADILLA-GARCIA et al., 2021). La secuenciacion shotgun, consiste
en fragmentar el ADN genomico en pedazos mas pequefios y luego secuenciar
aleatoriamente estos fragmentos. Esta técnica permite obtener informacion sobre
el genoma completo de un organismo sin la necesidad de ensamblar previamente
regiones especificas (figura 24).

Figura 24. Aplicacion de la tecnologia mNGS no dirigida. Shotgun
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El término shotgun se refiere a la forma en que se obtienen secuencias genéticas
de manera indiscriminada y aleatoria, similar al esparcimiento de perdigones
de una escopeta. Esta técnica se enfoca en secuenciar fragmentos aleatorios del
genoma de un organismo sin previa seleccion de regiones especificas, lo cual
implica la fragmentacion del ADN total en trozos de diferentes tamafios (3kb, 8kb
y 40kb), luego se integran los fragmentos pequefios en cromosomas bacterianos
artificiales (BAC) y los grandes en fésmidos, los cuales se clonan en Escherichia
coli (E. coli) para su amplificacion (figura 23). Estos fragmentos se extraen,
purifican y finalmente se someten a secuenciacion. Si las secuencias de los BAC
no pueden ser ensambladas, se buscan en los fésmidos para una secuenciacion
completa (BONILLA-ROSSO ef al., 2008).
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A pesar de producir fragmentos de 600-800 pb de longitud con una precision
del 99,97 %, este método resulta costoso y requiere mucho tiempo para construir
y purificar las librerias, ademas, es posible que regiones completas no puedan ser
clonadas debido a la presencia de genes letales. La cantidad de producto obtenido
depende del numero de clonas seleccionadas para la secuenciacion, en términos
de cobertura, se logra una cobertura total de aproximadamente 30 veces (30x)
(BoNILLA-ROSSO ef al., 2008).

A diferencia del enfoque dirigido, la metagendmica no dirigida secuencia todo
el ADN presente y permite la identificacion directa de genes en un ambiente.
Los resultados funcionales pueden predecir procesos metabolicos, enzimaticos
y funcionales cruciales para ecosistemas, microambientes y microbiomas,
ayudando a comprender la influencia de los microorganismos en estos entornos.

Aunque lamNGS no dirigida no emplea cebadores, la deteccion de patdgenos
en estas bibliotecas puede ser desafiante, el enriquecimiento de la sonda de captura
es una opcion para la mNGS enfocada desde bibliotecas metagendmicas. Estos
métodos son compatibles con diferentes plataformas de secuenciacion, desde
instrumentos tradicionales como Illumina HiSeq hasta secuenciadores portatiles
como Oxford Nanopore Technologies MinION.

3.2. SECUENCIACION METAGENOMICA DIRIGIDA (METATAXONOMICA)

El método de secuenciacion metagenomica dirigida, también conocido como
metagendmica de amplicones, se concentra en la utilizacion de genes marcadores,
como los genes ribosémicos ARNT, para analizar la composicion de la comunidad
microbiana en un entorno especifico. Su objetivo principal es la identificacion
y clasificacion de organismos microbianos presentes en muestras, asi como
de genes codificadores de proteinas con importancia médica o industrial. La
secuenciacion por amplicones esta dirigida a analizar regiones especificas del
genoma para estudios de diversidad genética o funcional.

Este enfoque se fundamenta en amplificaciones, como la PCR universal, que
permite detectar taxones en una muestra dada, empleando cebadores disefiados a
partir de regiones conservadas de los genes 16S ARNr en bacterias, 18S ARNren
eucariotas, el espaciador transcrito interno (ITS) en hongos, y el gen Citocromo-
oxidasa I. Estos cebadores posibilitan la amplificacion selectiva de fragmentos de
ADN que luego se someten a secuenciacion y analisis para identificar la diversidad
taxonomica de la comunidad microbiana en el ambiente bajo estudio (figura 25).
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Figura 25. Tecnologia de metagenomica dirigida o de ampliaciones
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Nota. Se describe el flujo de trabajo de la metagendmica dirigida o de amplicones,
que incluye la extraccion de ADN, amplificacion de regiones especificas (amplicones),
creacion de librerias y secuenciacion. Posteriormente, se realiza un analisis
bioinformatico que incluye filtracion de calidad, obtencion de OTUs/AS Vs, asignacion
taxonomica y analisis de diversidad alfa y beta. Elaboracion propia.

Esta técnica de metagendmica dirigida ofrece datos de meta taxonomia
sobre la diversidad y la proporcion relativa de varios grupos microbianos. Al
secuenciar estas dreas en muestras ambientales, es posible obtener detalles sobre
la composicion taxonomica de la comunidad microbiana sin requerir el cultivo
individual de cada microorganismo presente.

El anélisis de los datos producidos por la metataxonomia se realiza mediante
herramientas bioinformaticas que contrastan las secuencias obtenidas con bases
de datos de referencia lo que posibilita la identificacion y clasificacion taxonémica
de los microorganismos presentes en la muestra. Esta técnica es esencial para
investigar la diversidad microbiana en distintos entornos y comprender la
organizacion de las comunidades microbianas sin requerir cultivos de laboratorio.

El enfoque de metataxonomia se sitia en el ambito de la biologia molecular,
concentrandose en la identificacion y clasificacion de organismos hallados en
muestras ambientales a través de la secuenciacion de marcadores genéticos
especificos. Este método posibilita el analisis y la categorizacion de la diversidad
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taxondmica de las comunidades microbianas presentes en varios entornos,
tales como suelos, aguas y sedimentos, entre otros. A pesar de su utilidad, la
metataxonomia ofrece una resolucion taxondémica limitada, ya que se enfoca en
secuencias genéticas especificas en lugar de abarcar la totalidad del genoma.

La metataxonomia se refiere al nivel mas alto de clasificacion en la taxonomia,
la ciencia que se encarga de clasificar organismos vivos. Este nivel agrupa a los
organismos en categorias amplias y generales basadas en caracteristicas comunes.
La metataxonomia ayuda a organizar la diversidad biologica en grupos jerarquicos
que incluyen categorias como:

*  Dominio: es el nivel mas alto de la clasificacion bioldgica y actualmente
consta de tres dominios: Bacteria, Archaea y Eukarya. Estos dominios
agrupan a todos los seres vivos conocidos.

* Reino: bajo el dominio Eukarya, se encuentran varios reinos, como
Animalia (animales), Plantae (plantas), Fungi (hongos), Protista
(organismos unicelulares) y otros.

*  Filum (o phylum): En el reino Animalia, por ejemplo, se subdividen los
diferentes grupos en filos, como Chordata (animales con notocorda) o
Arthropoda (insectos, arafias, crustaceos).

* Clase, orden, familia, género y especie. categorias mas especificas que
se utilizan para clasificar a los organismos en funcién de sus similitudes
y diferencias.

3.2.1. SECUENCIACION DEL GEN 16S RIBOSOMAL RNA

La taxonomia del microbioma ha experimentado cambios significativos gracias
al empleo de secuencias de ARN ribosdmico 16S (ARNr16S), lo que ha permitido
el reconocimiento del grupo Archaea, este marcador filogenético, basado en el
ARNTr 168, se ha postulado como una herramienta fundamental en los estudios
taxondmicos de los microorganismos y continia siendo una herramienta eficaz
en la investigacion microbiana actual (JOHNSON et al., 2019).

Comprender la composicion microbiana y sus interacciones en un ecosiste-
ma es fundamental para desentrafiar las implicaciones ecologicas, ambientales
y funcionales del mismo y la metagenémica del ARNr 16S se ha convertido
en un enfoque crucial para identificar la composicion de estos ecosistemas
microbianos especificos.

La seleccion de genes destinados a la amplificacion representa un paso critico
en el campo de la metagendmica dirigida, en la mayoria de los estudios, la
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secuenciacion del gen 16S ARNr ha sido ampliamente empleada para el analisis
de la diversidad en poblaciones polimicrobianas (Nam et al., 2023). El uso de la
secuencia del gen ARNr y su relevancia para la caracterizacion y estudio de la
evolucion bacteriana se remonta a la década de 1970, cuando Carl Woese introdujo el
uso de secuencias moleculares para determinar relaciones evolutivas. El gen ARNr
se encuentra en todos los sistemas autorreplicantes, puede aislarse con facilidad
y su secuencia cambia lentamente con el tiempo, lo que facilita la deteccion de
relaciones entre distintas especies bacterianas (AHMAD y KHAN 2019).

El ARNr 16S, presente universalmente en procariotas, consta de varias
subregiones, V1-V9, que permiten identificar diversos tipos de procariotas.
Estas regiones tienen zonas altamente variables y también areas conservadas en
todos los procariotas, lo que permite disefiar cebadores universales (como FOI,
8F, 357F, 515F, 1237F, 519R, 1100R, 1391R) para amplificar el gen 16S rRNA
(KAMBLE et al., 2020; LAN et al., 2016). Estas caracteristicas hacen del gen 16S
rRNA un marcador valioso para la clasificacion y taxonomia, lo que ha dado
lugar a diversas herramientas de identificacion 16S y a bases de datos como el
Proyecto de Base de Datos Ribosomal y Greengenes.

Para explorar la diversidad, es viable utilizar regiones variables tanto Gnicas
como combinadas. La eleccion de una region especifica puede variar, y se han
realizado investigaciones comparativas que utilizan diversas secciones del ARNr
16S. Generalmente, se emplean las regiones V3-V5 para este proposito, aunque
ocasionalmente se ha informado sobre el uso de laregion V1-V2 y SILVA (figura
26) (QuasT et al., 2013).

Figura 26. Primer y localizacion en 165 ARNr

Primers universales para el gen 16SARNr para PCR

Localizacién de los primer universales para amplificar 16SARNr Nombre Secuencia

sF AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
.3» m» [@ Bﬂ» m» Eﬂ» 357F CTCCTACGGGAGGCAGCAG

HE GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
1 100 200 300 400 500 600 700 800 9001000 1100 1200 1300 1400 1500bp 785F GGATTAGATACCCTGGTA

vi vz s oo | ve - . - vo . 9288 TAAACTYAAAKGAATTGACGGG
1237F GGGCTACACACGYGCWAC

336R ACTGCTGCSYCCCGTAGGAGTCT
m m m ‘m S19R GTATTACCGCGGCTGCTGG
805R GACTACHVGGGTATCTAATCC
907R CCGTCAATTCCTTTRAGTTT
1100R GGGTTGCGCTCGTTG

1391R GACGGGCGGTGTGTRCA

Nota. La imagen muestra la localizacion de primers universales utilizados para
amplificar diferentes regiones del gen 16S ARNr en estudios de microbiota, junto con
una tabla de secuencias especificas para cada primer. Cada region (V1-V9) puede ser
amplificada usando primers especificos para mejorar la identificacion taxondmica en
analisis metagendmicos.
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Recientemente, los investigadores han recurrido a otro gen universal, el gen
rpof de la subunidad B de la ARN polimerasa, el cual se presenta en una Unica
copia por célula. Esto proporciona una estimacion mas precisa de las cifras
poblacionales (ADEKAMBI et al., 2009). La secuenciacion de rpof posibilita
una estimacion eficiente del contenido bacteriano de G+C %, del valor de
hibridacion ADN-ADN y de la identidad promedio de nucleétidos. Esto se
refiere al porcentaje de la secuencia gendmica total compartida entre dos cepas
una vez que las relaciones taxonomicas han sido establecidas de manera solida.
Ademas, se han creado nuevas herramientas de identificacion enfocadas en un
fragmento especifico del gen rpoB (figura 27). Por lo tanto, incluir la secuencia
del gen rpoB seria beneficioso para la descripcion de nuevas especies bacterianas
(ADEKAMBI et al., 2009).

Figura 27. Gen rpof subunidad f de la ARN polimerasa de M. tuberculosis
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Nota. Se aprecian la posicion de los primers F1 Yf2 y el tamaiio del amplicon (351pb).

La eleccion del método de secuenciacion depende de los requisitos especificos
y del objetivo de la investigacion, dado que la metagenomica implica normalmente
la deteccion de una poblacion heterogénea, la simple secuenciacion de Sanger
no es suficiente para abordarla completamente y en su lugar, se utilizan
principalmente técnicas de secuenciacion de proxima generacion, tales como la
pirosecuenciacion, Illumina, nanoporos y PacBio (AHMAD y KHAN, 2019.

Sin embargo, no todas las investigaciones moleculares centradas en
microorganismos se han limitado al ARNr 16S. Un ejemplo de esto es el
trabajo de Handelsman y sus colegas, quienes emplearon fragmentos de ADN
gendémico de muestras ambientales para realizar la clonacion en E. coli, lo que
les permitié descubrir nuevos mecanismos y propiedades relacionadas con los
antibioticos (HANDELSMAN ef al., 1998; AuMAD y KHAN, 2019). Este trabajo
marc6 la introduccion del término metagenoma, el cual hace referencia a la
recopilacion de genomas presentes en las muestras con el fin de llevar a cabo
analisis funcionales y de clonacion.
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3.3. METACODIGO DE BARRAS

La técnica de metacdodigo de barras es una forma especifica de secuenciacion
por amplicones que se enfoca en identificar secuencias cortas (codigos de barras
genéticos o barcodes) que son Unicos para ciertas especies o grupos taxondmicos.
Estos codigos de barras se utilizan para identificar y diferenciar especies en una
mezcla de ADN o ARN de multiples especies, permitiendo la identificacion
y cuantificacion de la diversidad bioldgica. La metacodificacion se basa en la
amplificacion y secuenciacion de fragmentos cortos de ADN (llamados barcodes
o codigos de barras genéticos) que son especificos de ciertas regiones gendmicas,
como el genoma mitocondrial o ciertas regiones del ADN ribosomal.

El perfilado taxondmico también se emplea en el metacodigo de barras, el cual
posee la capacidad de reconocer todos los microorganismos, incluyendo aquellos
taxones poco comunes y abundantes (NAVGIRE et al., 2022). El metacodigo de
barras, una herramienta poderosa en ecologia, biologia ambiental, estudios de
biodiversidad y aplicaciones médicas, como la investigacion del microbioma
humano, emplea "codigos de barras" generados a partir de amplificaciones para
ampliar la exploracion entre distintos dominios, lo que facilita la identificacion
de dos 0 mas taxones (RIEDER ef al., 2023).

El enfoque del metacddigo de barras difiere de la secuenciacion de genomas
completos al centrarse en regiones especificas que presentan alta variabilidad
entre diferentes especies, pero mantienen cierta conservacion dentro de cada
una de ellas. Estos fragmentos de ADN se amplifican a partir de la muestra y se
someten a secuenciacion masiva mediante técnicas de alto rendimiento, como
la NGS (PADILLA-GARCIA ef al., 2021).

Una vez que se finalizan las secuencias, se contrastan con bancos de datos
genéticos con el fin de reconocerlas y asignarlas a clasificaciones taxondmicas
conocidas, ello posibilita el analisis de la variedad de especies presentes en
la muestra original y permite investigar la estructura de las comunidades
microbianas u otros organismos en ambientes particulares, como suelos, cuerpos
de agua o ¢l sistema gastrointestinal, por ejemplo (PADILLA-GARCIA et al., 2021).

La evolucion de los codigos de barras de ADN comenz6 con la aparicion de
la secuenciacion de alto rendimiento, ofrecia la ventaja de evitar la tediosa tarea
de clasificar y aislar a miles de individuos en muestras complejas y diversas
de organismos (BRANDON-MONG ef al., 2015). A pesar de estas ventajas, las
limitaciones inherentes de esta técnica, como las lecturas cortas y las altas tasas
de error, han restringido su aplicacion en los codigos de barras de ADN para
muestras individuales convencionales (HEBERT et al., 2017). Especificamente,
se ha visto afectada la construccion de bibliotecas de referencia de codigos de
barras de ADN (L1u et al., 2017).
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En los métodos de metacddigo de barras, los conjuntos de datos sin PCR
generalmente son extensos, y solo una pequena fraccion de las secuencias de
lectura se conecta con una base de datos de referencia. Dentro de esta base,
cada entrada tiene una taxonomia asociada, lo que facilita el uso de enfoques de
ubicacion filogenética para la asignacion de taxonomias (figura 27). Por otro lado,
los conjuntos de datos basados en PCR incluyen secuencias de amplicones que
se pueden analizar con o sin el respaldo de una base de datos de referencia. En
ausencia de una base de datos, las secuencias se comparan entre si y se agrupan
segun un nivel de similitud; se selecciona una secuencia representativa de cada
grupo para su posterior comparacion con una base de datos de referencia. Si se
utiliza una base de datos, las secuencias se contrastan con ella y se les asigna
una taxonomia similar a la secuencia con la que coinciden, siempre y cuando
alcancen un nivel de similitud establecido (figura 28).

Lapersistencia en el uso de la secuenciacion Sanger ha obstaculizado la reduccion
de costos significativos en los codigos de barras de ADN y ha llevado a esfuerzos
desiguales en la codificacion de ADN a nivel global (L1u ef al., 2017). Sin embargo,
enfoques mas recientes han aprovechado plataformas de secuenciacion de alto ren-
dimiento de ultima generacion, como el Pacific Biosciences SEQUEL vy el [llumina
HiSeq 4000, para generar codigos de barras de ADN con longitudes y calidad com-
parables a los producidos por la secuenciacion Sanger, pero a costos notablemente
mas bajos, entre 10 y 40 veces menos (HEBERT et al., 2017; Liu et al., 2017).

Figura 28. Técnicas de secuenciacion de ADN por codigos de barras: un enfoque
metodologico avanzado
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Nota. Se muestra el proceso de asignacion taxondmica y ubicacion filogenética de secuen-
cias, comparando flujos con y sin amplificacion por PCR, donde las secuencias se agrupan
y comparan con una base de datos para determinar su taxonomia y posicion filogenética.
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En paralelo, se han desarrollado proyectos bioinformaticos para complementar
estos nuevos enfoques. Un ejemplo es el servidor web mBRAVE, creado por el
equipo detras de BOLD (Barcode of Life Data Systems) y con acceso directo a
las bibliotecas de referencia BOLD (HEBERT et al., 2017), lo que representa un
avance importante y probablemente marque un cambio historico en los protocolos
estandar de cddigos de barras de ADN. Es una técnica utilizada en metagenémica
paraidentificar y catalogar la diversidad de organismos presentes en una muestra
ambiental (RIEDER et al., 2023).

34. SECUENCIACION DE METATRANSCRIPTOMA

La secuenciacion del metatranscriptoma es una técnica valiosa para explorar
la expresion génica de los organismos en un entorno especifico y en un momento
dado, mientras que la secuenciacion gendmica y metagenémica se enfocan
en el ADN, el metatranscriptoma se centra en el ARN mensajero (ARNm)
presente en comunidades microbianas (MUKHERJEE y REDDY, 2020). Este
enfoque revela qué genes estan activos y funcionales en un entorno particular,
brindando perspectivas sobre las actividades bioldgicas y metabolicas de los
microorganismos presentes (OJaLA et al., 2023). Es especialmente util para
comprender como los microorganismos reaccionan ante cambios ambientales,
como variaciones de temperatura, nutrientes o estrés.

El enfoque de la metatranscriptomica conecta estructuras y funciones comu-
nitarias en un solo experimento y va mas alla del potencial genomico de la comu-
nidad evaluado con métodos basados en el ADN (MUKHERJEE y REDDY, 2020).
El proceso de secuenciacion del metatranscriptoma implica etapas especificas:

»  Extraccion de ARN. se recoge la muestra y se extrae todo el ARN pre-
sente, representando los mensajes transcritos desde el ADN y reflejando
los genes activos en ese momento.

*  Conversion a ADN complementario (cADN): el ARN extraido se con-
vierte en ADN complementario (cADN) usando enzimas como la trans-
criptasa inversa. Esta conversion permite que el ARN sea secuenciado,
ya que las técnicas de secuenciacion estan optimizadas para el ADN.

* Preparacion de la biblioteca: se generan fragmentos de cADN para crear
una biblioteca de secuencias que representen los transcritos activos en
la muestra.

*  Secuenciacion: los fragmentos de cADN se secuencian mediante técnicas
de NGS o de tercera generacion.
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*  Analisis bioinformatico: se emplean herramientas bioinformaticas para
identificar y caracterizar los genes activos, sus funciones y las rutas
metabolicas en las comunidades microbianas estudiadas.

El metatranscriptoma brinda una vision dinamica de la actividad biologica en un
entorno especifico, crucial para comprender como los microorganismos se adaptan
a condiciones cambiantes y para explorar sus funciones en ecosistemas naturales,
salud humana, agricultura y otros campos cientificos (OJaLA et al., 2023).

En el ambito clinico, la caracterizacion metatranscriptomica del ARN podria
ser aplicada para identificar diferentes estados de infeccion, como la bacteriemia
estafilococica, la enfermedad de Lyme, la candidiasis, la tuberculosis (diferen-
ciando entre infeccion latente y activa) y la influenza. Ademas, la secuenciacion
de ARN (RNA-seq) tiene potencial para distinguir entre causas infecciosas y no
infecciosas de enfermedades agudas (MUKHERJEE y REDDY, 2020).

3.5. ENFOQUE DE ANALISIS METAGENOMICOS

A diferencia de la secuenciacion gendmica tradicional que se enfoca en un
organismo individual, la metagendmica estudia el ADN de multiples organismos
presentes en una muestra sin necesidad de aislar y cultivar cada uno de ellos por
separado, el enfoque es util para explorar la diversidad microbiana de un entorno
especifico, lo que incluye bacterias, virus, hongos y otros microorganismos.

La secuenciacion de ADN, que prescinde del cultivo de microorganismos,
posibilita la identificacion y catalogacion del material genético presente en una
muestra, lo que ha revolucionado la comprension de las comunidades microbianas.
Es asi como el ensamblaje de secuencias reconstruye genomas o identifica
genes especificos, mientras que el analisis bioinformatico procesa los datos para
identificar especies, funciones genéticas y rutas metabdlicas.

Es asi como la NGS ha impulsado el uso de enfoques mas avanzados para
identificar microorganismos en las diferentes muestras. Las técnicas han
proporcionado informacion detallada sobre la estructura de la comunidad al
extraer ADN para buscar organismos procariotas, fiungicos y eucariotas en una
sola muestra utilizando marcadores especificos (PADILLA-GARCIA et al., 2021).

Los enfoques metagenémicos basados en referencias inician mapeando las
lecturas en una base de datos gendmica. Posteriormente, se aplican diversos
algoritmos para asignar taxonomia, ya sea mediante la ubicacion filogenética o
la identificacion de lecturas de mapeo Unicas en el genoma de una especie en
dicha base de datos. Por otro lado, otro enfoque consiste en el ensamblaje de novo
de las lecturas; luego, se busca la coincidencia de los andamios o los marcos de
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lectura abiertos predichos a partir de ellos en la base de datos, lo que reduce el
tiempo de busqueda (figura 28).

En contraste, los enfoques metagendmicos sin referencias inician el proceso
ensamblando de las lecturas de novo. Luego, el nimero de lecturas asignadas a las
secuencias ensambladas (ya sea a los andamios o a los marcos de lectura abiertos
predichos a partir de estos) se utiliza para crear una matriz de recuento (figura
29). Esta matriz se puede reunir aiin mas, formando grupos que representan
especies metagenomicas distintas (ZEPEDA MENDOZA ef al., 2015).

Figura 29. Explorando la metagenomica: un enfoque integral
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Nota. Se muestran tres enfoques metagendmicos: basado en referencias, ensamblaje
de novo con base de datos, y sin referencias. En el enfoque basado en referencias, las
lecturas se comparan con una base de datos gendmica. En el ensamblaje de novo, las
secuencias se ensamblan y luego se comparan. En el enfoque sin referencias, se generan
grupos de secuencias que representan especies metagendmicas y se utiliza una matriz
de recuento para el analisis filogenético y cuantitativo. Tomado y modificado de Zepeda
Mendoza et al. (2015).

La metagenomica también permite generar genomas metagendémicos (MAG),
que se forman al ensamblar secuencias gendmicas recolectadas de entornos
naturales o microbiomas, prescindiendo de la necesidad de cultivar los microor-
ganismos presentes reconstruyendo los genomas de multiples microorganismos.
Esto amplia la exploracion del potencial funcional de los taxones encontrados,
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ofreciendo una comprension mas profunda y completa. La metagendémica ofrece
una resolucion taxondmica mas amplia al permitir la identificacién de genes y
funciones presentes en la muestra, brindando informacion detallada sobre la
diversidad y las capacidades metabolicas de los microorganismos.

Los MAG reflejan la variabilidad genética de las comunidades microbianas
en un contexto especifico, brindando perspectivas sobre la estructura y funcion
de los ecosistemas microbianos naturales. Su analisis y la obtencion posibilitan
la exploracion de la diversidad microbiana, la deteccion de nuevas especies y la
comprension de su participacion en diversos procesos bioldgicos y ambientales.

La secuenciacion metagendémica ha sido fundamental para entender la
diversidad microbiana en diversos entornos, lo que ha llevado a descubrimientos
en biotecnologia, medicina, ecologia y otras areas. Por ejemplo, ha ayudado a
identificar nuevos genes y enzimas con aplicaciones industriales, a comprender
mejor las interacciones microbianas en el cuerpo humano y a estudiar los
ecosistemas naturales (VECHERSKII et al., 2021). La mNGS utiliza técnicas
de secuenciacion de alto rendimiento para secuenciar y analizar el ADN total
de una muestra, lo que permite estudiar la diversidad genética y funcional de
comunidades microbianas sin enfocarse en genes especificos. Esto incluye la
identificacion de genes, vias metabolicas y la comprension de las interacciones
entre diferentes especies.

3.6. BIOINFORMATICA MICROBIANA: ANALISIS DE DATOS METAGENOMICOS

El andlisis de datos metagendmicos representa una ventana hacia la compleja
red de vida microscopica presente en diversos entornos biologicos. Esta disciplina
se adentra en la diversidad genética de comunidades microbianas, desentrafiando
tanto la estructura taxondmica como la funcionalidad de estos ecosistemas
imperceptibles a simple vista (BLANCO-MIGUEZ ef al., 2023).

Desde la secuenciacion masiva del ADN ambiental hasta la interpretacion de
los extensos conjuntos de datos generados, el analisis de datos metagenémicos
desafia las investigaciones al ofrecer una vision profunda de la interaccion entre
los microorganismos y su entorno.

A pesar de que la metagendmica representa una disciplina relativamente
nueva para muchos microbidlogos, la comunidad cientifica ha desarrollado una
amplia gama de programas informaticos de codigo abierto, tales como QIIME,
MetaPhlAn, EnteroBase, MEGAN, RAST, GS-RAST, entre otros. Estos
programas pueden ser ejecutados desde la terminal y se encuentran disponibles
en plataformas como GitHub o SourceForge. En este contexto, los flujos de
trabajo o pipelines simplifican enormemente el analisis de datos complejos
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(BLANCO-MIGUEZ et al., 2023). Permiten a los investigadores abordar preguntas
biologicas especificas y obtener informacion significativa sobre las comunidades
microbianas presentes en diferentes entornos, ofreciendo asi una herramienta
fundamental para la investigacion cientifica en este campo.

3.6.1. FLUJO DE TRABAJO O PIPELINES EN METAGENOMICA.

Los pipelines en metagendmica son flujos de trabajo secuenciales y
automatizados que integran una serie de herramientas y pasos analiticos disefiados
para procesar y analizar datos metagendmicos de manera sistematica y eficiente,
estan compuestos por una sucesion de pasos, desde la calidad de los datos hasta la
interpretacion de los resultados finales. Estos flujos de trabajo son fundamentales
en lametagenomica, ya que permiten analizar y comprender la diversidad genética
de comunidades microbianas presentes en un entorno especifico, como el suelo,
el agua, el cuerpo humano, entre otros.

Cada etapa de un pipeline en metagendmica puede incluir procesos
como la hmpleza y preprocesamiento de datos brutos (raw), ensamblaje de
secuencias, asignacion taxonomica, prediccion de genes, andlisis de diversidad
y funcionalidad, entre otros. Estos pasos se organizan de manera coherente para
realizar un andlisis integral de los datos metagenomicos y obtener informacion
relevante sobre la composicion taxondmica, funcionalidad y diversidad de las
comunidades microbianas en una muestra, las principales etapas son:

* El primer paso corresponde al preprocesamiento de datos. Incluye la
eliminacion de secuencias de baja calidad, adaptadores, y la filtracion
para reducir el ruido de fondo y mejorar la calidad de los datos.

* Elsegundo paso es el ensamblaje. Las secuencias limpias se ensamblan
para reconstruir los genomas o fragmentos gendémicos de los
microorganismos presentes en la muestra. Esto puede ser desafiante
debido a la presencia de multiples genomas en la misma muestra.

* El tercer paso del analisis de las comunidades microbianas es la
anotacion. Los fragmentos ensamblados se anotan para identificar
genes, funciones y posiblemente rutas metabolicas. Esto implica asignar
funciones conocidas a secuencias desconocidas mediante comparacion
con bases de datos.

* El cuarto paso es el analisis taxondmico y funcional. Se identifican y
cuantifican los microorganismos presentes (taxonomia) y sus funciones
genéticas (funcionalidad), lo que permite comprender la diversidad y el
potencial metabdlico de la comunidad.
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* Finaliza con la visualizacion y andlisis de resultados, en donde se
generan representaciones visuales y se realizan andlisis estadisticos para
interpretar y presentar los resultados de manera comprensible.

3.6.2. PROGRAMAS INFORMATICOS DE CODIGO ABIERTO

Algunos flujos de trabajo reconocidos en metagenémica incluyen a QIIME,
MetaPhlAn, MEGAN, por mencionar algunos. Existen muchas otras herramientas
y pipelines disponibles cada uno tiene sus propias caracteristicas, algoritmos
y enfoques de andlisis, pero todos buscan proporcionar un flujo de trabajo
completo y eficiente para el analisis de datos metagenomicos. La eleccion de un
pipeline dependera de los objetivos especificos del estudio y las preferencias del
investigador en términos de analisis, visualizacion y funcionalidades requeridas.
A continuacion, se presentan algunas de los programas utilizados.

QIIME 2. Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME 2), destaca
como una herramienta lider en el andlisis de datos provenientes de comunidades
microbianas obtenidos mediante la secuenciacion de ADN. Este conjunto
de herramientas proporciona un flujo de trabajo integral que abarca desde el
procesamiento inicial hasta la visualizacion de datos. Comenzando con la
limpieza y calidad de las secuencias crudas, QIIME elimina ruido, recorta
adaptadores y filtra secuencias no deseadas. Luego, identifica y compara la
diversidad microbiana, agrupando secuencias similares en unidades operativas
de taxonomia (OTU) y realiza analisis de diversidad alfa y beta (BOLYEN et al.,
2019; EsTAKI et al., 2020).

Posteriormente, asigna identidades taxonémicas comparando con bases de
datos de referencia para comprender la composicion taxonémica. Ademas,
investiga y predice funciones bioldgicas presentes en la comunidad microbiana
a través de la informacion gendmica, revelando posibles roles metabolicos
y funcionales. Finalmente, QIIME 2 ofrece herramientas de visualizacion
que utilizan graficos y representaciones visuales para mostrar la diversidad
taxonomica, estructura de la comunidad y otros pardmetros relevantes de manera
comprensible (ESTAKI et al., 2020).

El pipeline de QIIME 2 es altamente flexible y configurable, permitiendo a
los usuarios adaptar los pasos de analisis segin sus necesidades especificas de
investigacion. Ademads, su interfaz de linea de comandos ofrece una amplia gama
de funciones para automatizar y estandarizar el analisis de datos metagenomicos,
lo que lo convierte en una herramienta fundamental para la investigacion en
ecologia microbiana y biologia ambiental.

MetaPhlAn. Es una herramienta o software especifico utilizado en analisis
metagendomicos, es un programa bioinformatico disefiado para realizar una
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tarea particular dentro del andlisis de datos metagendémicos. Es un componente
de un pipeline mas amplio en el andlisis de comunidades microbianas, ya que
MetaPhlAn se utiliza para realizar la caracterizacion taxonomica de muestras
metagendmicas. Esta herramienta especificamente asigna secuencias a taxones
microbianos, proporcionando informacion sobre la composicion y abundancia
relativa de especies microbianas presentes en una muestra metagenomica
(BLANCO-MIGUEZ et al., 2023).

MetaPhlAn 4 amplia y mejora las capacidades existentes para realizar perfiles
taxonomicos de metagenomas mediante la explotacion de un marco en el que se
integran ensamblajes metagenomicos extensos con genomas de referencia bac-
terianos y arqueales existentes. Luego, estos se preprocesan conjuntamente para
permitir un mapeo metagenoma eficiente contra millones de genes marcadores
unicos, y en ultima instancia cuantifican organismos aislados y ensamblados
metagenomicamente en nuevas comunidades (BLANCO-MIGUEZ et al., 2023).

TORMES. Tools for Organization of Microbial ESequencing (TORMES)
representa una serie de herramientas para la organizacion de secuenciacion
Microbiana o un pipeline de anélisis de genomas bacterianos desarrollado como
proyecto de codigo abierto. Este sofiware abarca una amplia gama de funciones
cruciales en el andlisis genomico bacteriano, es un sistema facil de usar para
el analisis WGS de bacterias de cualquier origen generado por secuenciacion
de alto rendimiento (HTS) en plataformas Illumina (QUUADA et al., 2019). Una
vez finalizado el andlisis con esta herramienta genera un informe interactivo
similar a una web que los investigadores pueden abrir en cualquier navegador
web y compartir y revisar de forma sencilla. Esta herramienta se puede ejecutar
mediante comandos muy simples y representa una forma rapida y sencilla de
realizar analisis WGS.

También facilita el ensamblaje de secuencias fragmentadas de ADN para
reconstruir genomas completos, identifica genes y secuencias funcionales
mediante la anotacion gendmica, y permite la identificacion y clasificacion de
cepas bacterianas con el Multilocus Sequence Typing (MLST) y realizar un
analisis pangendémico comparativo de los aislados. Los resultados generados son
recopilados en un archivo interactivo en formato web, que puede visualizarse en
cualquier navegador, y ser compartido y analizado entre los distintos usuarios
de una manera sencilla (BLANCO-MIGUEZ et al., 2023).

Ademas, destaca al detectar genes asociados con la virulencia y resistencia
a antibioticos, y al realizar andlisis comparativos de diversidad gendmica entre
distintas cepas. Este pipeline se configura como una herramienta integral,
automatizando y estandarizando el analisis de datos de secuenciacion, al tiempo
que genera archivos interactivos en formato web para facilitar la visualizacion y
comparticion de resultados entre usuarios.
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3.6.3. LA MULTIPLEXACION

En el contexto de la secuenciacion gendmica, la multiplexacion se refiere a
la técnica que permite secuenciar multiples muestras de ADN en un solo run o
ejecucion de secuenciacion. Esto se logra mediante el uso de etiquetas unicas,
también conocidas como indices de barcodes que se agregan a cada muestra de
ADN antes de la secuenciacion (BLANCO-MIGUEZ et al., 2023).

Estos barcodes permiten identificar de manera tnica cada muestra durante
el proceso de secuenciacidn masiva, lo que posibilita que varias muestras se
secuencien simultineamente en un solo flujo de datos. Una vez secuenciadas,
las muestras pueden separarse y analizarse individualmente en funcién de sus
etiquetas unicas, lo que facilita la identificacion y clasificacion de las secuencias
gendmicas correspondientes a cada muestra original.

En el contexto de la secuenciacion gendmica, la demultiplexacion implica separar
las secuencias de ADN secuenciadas combinadas previamente durante el proceso de
multiplexacion. Esto se hace utilizando las etiquetas inicas o codigos de barras que
se incorporaron a cada muestra antes de la secuenciacion (QUUADA et al., 2019). Las
secuencias de ADN generadas en un solo run de secuenciacion masiva contienen
informacion de multiples muestras, y la demultiplexacion permite asignar cada
secuencia a su muestra original basandose en las etiquetas que las identifican. Esto
es esencial para analizar y procesar adecuadamente las secuencias genémicas, ya
que cada muestra debe ser tratada por separado para obtener resultados precisos
en los estudios genomicos (BLANCO-MIGUEZ et al., 2023).

3.64. IDENTIFICACION DE LA DIVERSIDAD BACTERIANA

Para los datos metagendmicos tipicos en la identificacion de la diversidad
bacteriana, los canales comunes como MG-RAST y QIIME2 implican cinco
procesos principales que las secuencias deben atravesar antes de la visualizacion
real de los datos (figura 30).

Inicialmente, las secuencias crudas se demultiplexan, cada secuenciador de
proxima generacion puede secuenciar cientos de muestras en una sola ejecucion
mediante multiplexacion, donde se agrega un cddigo de barras unico a uno o
ambos extremos de cada secuencia. Una vez que se secuencian las muestras,
estos codigos de barras Unicos ayudan a demultiplexar, es decir, a identificar
secuencias de muestras individuales. Las secuencias obtenidas en los datos sin
procesar pueden ser de un solo extremo (las secuencias se secuencian solo en una
direccion) o de pares (cada secuencia se secuencia bidireccionalmente). Después
de la demultiplexacion, los pares de secuencias de extremos emparejados deben
identificarse y unirse entre si para obtener informacion precisa.
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Figura 30. Sintesis de ARN 16S en muestras ecologicas desde la extraccion al
analisis de datos

‘ Analisis de datos ‘

| Escoger pipeline apropiado ‘

1. Demultiplexar secuencias crudas de datos de
secuenciacion que han sido separadas y asignadas
Coleccién de a sus muestras originales utilizando cédigos de

barras unicos asociados a cada muestra durante la
muestras secuenciacion multiplexada.

2. Denoising: reducir o eliminar los errores
generados durante la fase de secuenciacion

3. Clustering es un método para agrupar datos
en clusteres basados en similitudes entre sus
elementos. Esto implica encontrar patrones y
estructuras en los datos sin requerir etiquetas

‘ Extraccién de ADN ‘ predefinidas
. 4. Tabla de caracteristicas: en el contexto de la
GUGAAGCAU GAGCCUGAGCUG ARN metagenomica o analisis de microbiomas es una
e (traduccién) estructura de datos que contiene informacion sobre la

presencia, abundanciay/o caracteristicas de diferentes
entidades biolégicas en una muestra

‘ Secuenciacion de ARN16S ‘

5.Clasificar las secuencias obtenidas y
la tabla de caracteristicas en taxonomias

Nota. Se muestra el flujo de trabajo en estudios de metagendmica, desde la recoleccion
de muestras, extraccion de ADN y secuenciacion de ARN 16S, hasta el analisis de
datos. Este incluye pasos como demultiplexado, eliminacion de errores (denoising),
agrupamiento (clustering), creacion de una tabla de caracteristicas y clasificacion
taxonomica de las secuencias. Tomada y modificada de KAMBLE et al. (2020).

El siguiente paso en las tuberias es la eliminacion de ruidos. Este paso
tiene como objetivo filtrar lecturas ruidosas, eliminar la replicacion (reducir la
repeticion), eliminar secuencias Unicas o aquellas que aparecen una sola vez
en el conjunto de datos, eliminar secuencias quiméricas y corregir errores en
secuencias marginales. Los resultados obtenidos después de la eliminacion de
ruido son variantes de variante de secuencia (SV), ASV, y OTU en un 100 %.
Este paso es un requisito previo para el siguiente paso, es decir, la agrupacion.

Se continua con el clustering que es un proceso en el que las secuencias
genéticas similares se agrupan juntas en grupos o clusters basados en su similitud.
Estos grupos o clusters pueden representar secuencias genéticas que comparten
caracteristicas comunes, lo que facilita el analisis de conjuntos de datos masivos
y la identificacion de patrones o relaciones entre ellas.
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El clustering de OTU (Operational Taxonomic Units) se refiere a la agrupacion
de secuencias de genes o marcadores genéticos similares para identificar unidades
taxondmicas operativas. Estas unidades se utilizan para representar grupos
funcionales o taxondmicos dentro de una comunidad microbiana en lugar de
identificar especies especificas, ya que las secuencias pueden variar en funcion
de la similitud genética en lugar de ser idénticas. El proceso de clustering de
OTU es fundamental en el analisis de datos de secuenciacion para entender la
diversidad y composicion de una comunidad microbiana. La agrupacion de OTU
se implementa mediante referencia cerrada, referencia abierta o estrategia de novo.

En el agrupamiento de referencia cerrado, todas las secuencias se comparan
con una coleccién de secuencias de referencia, y cualquier lectura que no
coincida con las secuencias de referencia se descarta del analisis posterior. En
el agrupamiento de referencia abierta, las lecturas se agrupan con la referencia 'y
aquellas que no coinciden generalmente coinciden con la referencia se agrupan
de novo.

Seguido del clustering, se realizan tablas de caracteristicas y secuencias
representativas de los datos procesados o resultados intermedios generados
durante el analisis. La tabla de caracteristicas proporciona un resumen de todas
las caracteristicas anotadas en los datos (ARNm, genes y secuencias de ARNr
16S) junto con informacion como la cantidad de veces que una caracteristica se
ha repetido en los datos y en cuantas muestras. Por otro lado, los resultados de
las secuencias representativas brindan informacion sobre la secuencia real de
ADN para cada caracteristica anotada que luego se designa como taxonomia
después de la clasificacion utilizando bases de datos de ARNr 16S como SILVA/
RDP/Greengenes.

En el andlisis siguiente, se clasifican las secuencias obtenidas y la tabla de
caracteristicas en taxonomias. Estos se utilizan en todos los andlisis posteriores
y son el registro central de todas las observaciones de una muestra (KIoROGLOU
et al., 2019). Una serie de programas ayudan ain mas a clasificar las secuencias
y la tabla de caracteristicas. A cada secuencia se le asigna su taxonomia, lo que
ayuda a realizar el analisis filogenético. Las composiciones taxonémicas también
pueden verse como diagramas de barras y mapas de calor.

Finalmente, se realizan andlisis detallados que incluyen analisis de diversidad
alfa y beta utilizando estos datos; analisis de diversidad, incluidos el indice de
Shannon, el indice de Simpson y el Faith PD también se determina utilizando
las tuberias. Todo el analisis de datos da como resultado una lista de bacterias
identificadas en la muestra que se puede distribuir en listas separadas de filo,
clase, orden, familia, género y especie y depende de la base de datos elegida como
referencia, por ejemplo, RDP, SILVA, Greengenes, etc. El indice de rarefaccion
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es otra medida utilizada en metagendmica para comparar y analizar la diversidad
microbiana en muestras de diferentes tamafos.

La diversidad se da en forma de recuento absoluto y composicion porcentual.
La identificacion se basa en el hecho de que una secuencia coincide con una
similitud mayor o igual al 97 % con una secuencia presente en la base de datos.
Esto proporcionara solo las especies de género presentes en la base de datos,
y ningun género nuevo no se resaltard en los resultados. Los candidatos no
clasificados se agrupan bajo el filo Saccharibacteria anteriormente conocido como
Candidate Division TM7. Este grupo carece de cultivos aislados, por lo que falta
el papel practico o la implicacion para ellos y se requiere mas investigacion para
obtener mas informacion. Se distinguen por su pequeilo tamafio y su asociacion
con ambientes diversos, como el suelo, el agua, el tracto gastrointestinal humano
y otros ambientes terrestres y acudticos (BORr et al., 2020).

Estas bacterias son especialmente interesantes debido a su escaso conocimiento
y estudio previo, su presencia en muestras ambientales ha sido identificada gracias
a avances en tecnologias de secuenciacion gendmica y analisis metagenomicos,
lo que ha ampliado nuestra comprension de la diversidad bacteriana. Aunque su
funcion exacta y su papel en los ecosistemas atn estan siendo investigados, se ha
sugerido que algunas especies de Saccharibacteria podrian estar asociadas con
la salud humana y podrian desempenar roles importantes en la microbiota del
cuerpo humano. La secuenciacion del genoma completo puede ser una forma de
identificar estos nuevos microbios y su contenido genético, lo que puede ayudar
aun mas a descifrar su funcion.

3.7. PLATAFORMAS PARA ESTUDIOS METAGENOMICOS

En el contexto cientifico, una plataforma puede ser un entorno en linea que
permite el analisis de datos, la ejecucion de algoritmos o la colaboracion entre
investigadores. En metagenémica también se cuenta con una serie de plataformas
que se refiere a un conjunto de herramientas, software, infraestructura o entorno
que proporciona funcionalidades y servicios especificos. Las plataformas suelen
ofrecer un marco general para realizar ciertas tareas o actividades. Algunos
ejemplos incluyen RAST, MG-RAST, GitHub para desarrollo colaborativo o
Google Cloud Platform para servicios de computacion en la nube (NAVGIRE et
al., 2022).

3.7.1.  Pratarorma RAST

Rapid Annotation using Subsystem Technology (RAST), es una plataforma de
analisis gendmico en linea que se centra en la anotacion rapida y automatizada
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de secuencias genomicas. Esta herramienta permite la prediccion de genes,
identificacion de funciones y asignacion de vias metabolicas en genomas recién
secuenciados. RAST utiliza algoritmos de comparacion con bases de datos para
asignar funciones bioldgicas a las secuencias, lo que ayuda a los investigadores
a comprender la estructura y funcionalidad de los genomas de manera eficiente.
Es una herramienta valiosa para la anotacion y andlisis rdpido de genomas,
facilitando la comprension de la informacion genética contenida en las secuencias
(MEYER et al., 2019).

3.7.2.  Pratarorma MG-RAST

Metagenomic Rapid Annotations using Subsystems Technology (MG-RAST),
es una plataforma en linea que ofrece analisis metagendmicos automaticos y
herramientas para la interpretacion de datos provenientes de secuenciacion
masiva de ADN ambiental. Esta plataforma permite a los investigadores cargar
sus datos metagenomicos y realizar analisis de diversidad taxonoémica, funcional
y comparativa de manera automatizada. MG-RAST utiliza bases de datos de
referencia para asignar funciones metabdlicas a las secuencias, facilitando la
comprension de la composicion y la funcion de las comunidades microbianas en
diferentes entornos. Es una herramienta valiosa en la investigacion de ecologia
microbiana y en la comprension de la diversidad genética presente en muestras
ambientales (NAVGIRE ef al., 2022).

A medida que las tecnologias cambian, MG-RAST se adapta. Se incluye
software recientemente disponible para mejorar la precision y el rendimiento.
Como servicio computacional que ejecuta constantemente flujos de trabajo
cientificos de gran volumen, MG-RAST es el lugar adecuado para realizar
evaluaciones comparativas e implementar mejoras algoritmicas o de plataforma,
que en muchos casos implican compensaciones entre especificidad, sensibilidad
y costo de tiempo de ejecucion (MEYER et al., 2019).

3.7.3.  PLACNETw

Es una plataforma especializada en la identificacion y analisis de plasmidos,
elementos genéticos moviles que se encuentran en bacterias y que pueden
transportar genes de importancia clinica, como genes de resistencia a antibidticos.
Esta plataforma integra herramientas y algoritmos para buscar, caracterizar y
visualizar plasmidos a partir de datos genomicos. Ayuda en la identificacion de
secuencias de ADN que corresponden a plasmidos, proporciona informacion
sobre sus caracteristicas, como genes de resistencia y elementos estructurales
y ofrece visualizaciones para comprender la distribucion y variabilidad de los
plasmidos (VIELVA ef al., 2017).
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Esta plataforma es util para investigadores en microbiologia, biologia
molecular y salud publica, ya que permite estudiar la diversidad de plasmidos
en diferentes contextos, incluyendo ambientes clinicos, agricolas y ambientales
(VIELVA ef al., 2017). Ademas, facilita el analisis y la comprension de la
importancia de los plasmidos en la transferencia de genes y la resistencia a
antibioticos, contribuyendo al entendimiento de la evolucion y la dinamica de
las comunidades bacterianas.

3.8. BASES DE DATOS UTILIZADAS EN ESTUDIOS METAGENOMICOS

En metagenomica, hay varias bases de datos importantes que se utilizan para
realizar asignaciones taxondmicas, funcionales y comparativas de secuencias
metagendmicas. Secuenciar el gen del ARN ribosomal (ARNr) es el método
preferido para la deteccion e identificacion microbiana basada en acidos nucleicos,
su asignacion taxonomica, andlisis filogenético y la exploracion de la diversidad
microbiana (WANG et al., 2023). Para una utilidad 6ptima, las secuencias
deben extraerse y verificarse por calidad, las anotaciones deben actualizarse
y ampliarse para reflejar el entendimiento actual y, finalmente, todos los datos
deben prepararse de manera coherente y facilmente accesible. Como resultado,
se han acumulado vastas cantidades de datos de secuencias del gen del ARNT,
superando los 3,5 millones de secuencias, disponibles piiblicamente a través de
diversas bases de datos.

3.81. SILVA

Labase de datos SILVA destaca como un recurso esencial en la metagendmica,
se enfoca en la identificacion taxondomica de microorganismos presentes en
entornos ambientales mediante secuencias de ARN ribosomal (ARNr). Ofrece
una clasificacion precisa de bacterias, arqueas y eucariotas en diferentes
niveles taxondmicos basada en estas secuencias. La fortaleza de Siva radica
en la recopilacion de datos de alta calidad de diversas fuentes, una amplia
representacion taxondmica y actualizaciones regulares para mejorar su precision.

Ademas, SILVA, proporciona herramientas especializadas de alineamiento y
clasificacion y versiones adaptadas para diversos propositos y secuenciadores, lo
que lo convierte en un recurso valioso para el estudio de la diversidad microbiana
en diversos ambientes. El proyecto SiLva también incluye eucariotas, abarcando
ast los tres dominios de la vida. Ademads, SiLva ofrece bases de datos tanto para el
gen de la subunidad pequefia del ARNr (SSU), como para el gen de la subunidad
grande ARNr (LSU) (QUAST et al., 2013).
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3.8.2.  PROYECTO DE BASE DE DATOS RiBOSOMALA RDP

Es una base de datos cuidadosamente compilada que ofrece datos sobre
ribosomas junto con programas y servicios relacionados. Sus ofertas incluyen
alineaciones filogenéticamente ordenadas de secuencias de ARN ribosomal
(ARND), arboles filogenéticos derivados, diagramas de estructura secundaria de
ARNTry varios paquetes de software para manejar, analizar y mostrar alineaciones
y arboles. Los datos estan disponibles a través de FTP y correo electronico
(LARSEN et al., 1993). Ademas, ciertos servicios analiticos se proporcionan
también mediante el servidor de correo electronico (QUAST et al., 2013). El
proyecto de Base de Datos Ribosomal (RDP-II) cubre los dominios Archaea y
Bacteria para secuencias del gen del SSU.

3.8.3.  GREENGENES

Es una base de datos esencial en la metagenémica y microbiologia,
especializada en secuencias de genes ribosomales (ARNr) para la clasificacion
taxondmica de microorganismos en muestras metagendmicas. Destaca por ofrecer
una detallada taxonomia basada en ARNT, posibilitando la precisa identificacion
de bacterias y otros microorganismos, ademas, su amplia coleccion de secuencias
ribosomales facilita la comparacion y asignacion taxondmica de secuencias
metagendmicas (WANG et al., 2023).

Actualizaciones periddicas mejoran su precision y nuevas secuencias se
integran con regularidad. Greengenes también provee herramientas y algoritmos
para analizar e interpretar datos metagenémicos basados en ARNr. Es un recurso
fundamental, como otras bases de datos similares, para comprender la diversidad
taxondmica de las comunidades microbianas en distintos ambientes, permite a los
investigadores identificar y clasificar los microorganismos presentes en muestras
ambientales a través de secuencias gendmicas especificas. Greengenes también
cubren los dominios Archaea y Bacteria para secuencias del gen del SSU.

3.84. MEetaCyc

Esuna base de datos enfocada en vias metabdlicas y enzimas, proporciona una
detallada y curada informacion sobre rutas bioquimicas, reacciones enzimaticas,
metabolitos y genes involucrados en procesos metabolicos. Destaca por su extensa
coleccidn de rutas metabdlicas y datos especificos sobre enzimas y compuestos
quimicos en estas vias, ofrece detalles minuciosos sobre reacciones enzimaticas
y conexiones en diversas vias, datos curados de multiples organismos para
comparaciones entre especies, herramientas de analisis y consultas, ademas
de actualizaciones periddicas para mantener la precision de la informacion
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(WANG et al., 2023). Este recurso es esencial para comprender y estudiar los
procesos metabolicos en distintas especies, siendo particularmente valioso en
la interpretacion de datos metagendmicos al identificar funciones metabolicas y
rutas biologicas presentes en comunidades microbianas.

3.85. KEGG

La Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (KEGG) es una base de datos
que se destaca por proporcionar una amplia gama de informacion detallada
sobre rutas metabdlicas, funciones biologicas y genes asociados. Esta base es
valiosa para la asignacion funcional de secuencias metagenomicas al ofrecer
una perspectiva detallada de como los genes y las vias metabdlicas se relacionan
en diferentes organismos y sistemas biologicos. KEGG ofrece una vision mas
amplia y comprensiva al abarcar una diversidad de funciones bioldgicas, rutas
metabolicas y genes asociados en diversos organismos (KANEHISA ef al., 2023).

La base de datos es curada manualmente que integra objetos bioldgicos en
sistemas, genomica, quimica y salud. Cada objeto tiene un identificador de KEGG
(Kid). Ofrece visores para mapas de vias, jerarquias Brife y un navegador de
genomas. Ha mejorado la asignacion de KO (ortologia de KEGG) y agregado
genomas eucarioticos para una mejor representacion taxondmica. Se usan
archivos de taxonomia y el visor Brite para mapear taxonomias, permitiendo
analizar la conservacion de vinculos funcionales y fisicos entre grupos de
organismos (KANEHISA ef al., 2023).

3.8.6. IMG/M

Integrated Microbial Genomes with Microbiome Samples (IMG/M), es
una base de datos que se especializa en albergar genomas microbianos y datos
asociados con muestras metagendmicas. Su enfoque se centra en proporcionar
una amplia coleccion de genomas microbianos, asi como datos metagendmicos
relacionados, lo que resulta valioso para realizar comparaciones y analisis
comparativos entre comunidades microbianas (WANG, 2023).

La distincion principal de IMG/M radica en su capacidad para ofrecer un
conjunto diverso de genomas microbianos y datos metagenémicos, permitiendo
alos investigadores realizar andlisis comparativos detallados de las comunidades
microbianas. Esto incluye la capacidad de examinar y comparar las caracteristicas
genomicas de diferentes microorganismos, asi como comprender la diversidad y
la funcionalidad de las comunidades microbianas presentes en diversos entornos
(WANG, 2023). IMG/M se destaca por ser una fuente rica en genomas microbianos
y datos metagenomicos especificamente orientada hacia analisis comparativos
y estudios de comunidades microbianas.
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3.8.7. ENTEROBASE

Es unabase de datos y plataforma en linea que contiene informacion gendmica
sobre bacterias del género Enterobacteriaceae (ACHTMAN et al., 2022). Esta base
recopila datos genémicos de cepas de bacterias patdgenas y no patogenas, lo que
incluye informacion sobre su secuencia genomica, caracteristicas fenotipicas,
datos epidemiologicos y mas. Ofrece herramientas para analisis comparativos
y visualizacion de datos, lo que permite a los investigadores explorar y analizar
la diversidad gendmica de estas bacterias.

Enterobase es utilizado como una fuente de datos para analisis posteriores,
en metagenomica (ACHTMAN et al., 2022). Los investigadores pueden acceder
a informacion gendémica detallada y utilizarla en sus propios pipelines o flujos
de trabajo de analisis para investigar aspectos especificos de las bacterias del
género Enterobacteriaceae.

3.9. OTROS RECURSOS GENOMICOS O METAGENOMICOS

Existen otros recursos y algoritmos que abordan inquietudes especificas
al procesar datos gendmicos o metagendmicos desde formatos sin procesar,
centrandose en la longitud de las secuencias, la organizacion de datos y la
reduccion de la redundancia para facilitar el procesamiento posterior y mejorar
la autenticidad de los resultados obtenidos (tabla 26).

Tabla 26. Comparacion de algunas plataformas y herramientas para andlisis
filogenético y funcional de metagenomas y microbiomas

Longitud de .
Plataforma/ . Funciones .
. Enfoque/uso secuencia . Referencia
herramienta principales
recomendada

MG-RAST Analisis filoge- ARNr 16S de Ofrece analisis auto- (NAVGIRE et
nético y funcio- longitud >= maticosdemetageno- al., 2022).

nal automatico 100 pb mas y andlisis filoge-
de metagenomas néticos y funcionales
QIIME2 Analisis filoge- ARNr 16S de Proporciona andlisis (ESTAKI ef al.,
nético y funcio- longitud >= de comunidades mi- 2020)
nal automatico 100 pb crobianas y funcio-
de metagenomas nalidades similares a

MG-RAST
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IMG/M Integracion de Preferencia Prefiere datos en for- (WANG,2023)
microbial geno-  por contigs ma de contigs, aun-
mas con muestras que la longitud de la
de microbioma secuencia no esta cla-
ramente especificada
UCLUST Algoritmo para No especifica- Ensambla lecturas (WANG,2023)
anotar datos, en- da similares en contigs y
sambla lecturas cluster, facilita el pro-
similares en con- cesamiento posterior
tigs y cluster de datos sin procesar
CD-HIT Algoritmo para No especifi- Agrupa y reduce la (Wang, 2023)

anotar datos, en-
sambla lecturas
similares en con-
tigs y cluster

cada

redundancia en se-
cuencias, facilitando
el analisis posterior
y reduciendo los re-

quisitos de procesa-
miento

Nota. Tomada y modificada WANG (2023).

Varios factores son importantes al ensamblar los datos obtenidos de la
secuenciacion. Dos preocupaciones principales al procesar datos desde el formato
sin procesar son la presencia de longitudes de lectura adecuadas y la reduccion de
los requisitos de procesamiento de datos. Dependiendo de la longitud de lectura de
las secuencias, los canales utilizados para la prediccion de genes seran diferentes.

Finalmente, UCLUST y CD-HIT son dos herramientas clave en bioinformatica
para el analisis y procesamiento de datos genomicos, especialmente en la detec-
cion de similitudes entre secuencias. Ambas estan diseiiadas para reducir datos y
agrupar secuencias similares, simplificando asi la gestion y andlisis de conjuntos
de informacion extensos. UCLUST emplea una estrategia heuristica para encontrar
grupos de secuencias similares basados en umbrales predefinidos de identidad,
mientras que CD-HIT también identifica y elimina redundancias en conjuntos de
datos mediante el agrupamiento de secuencias similares por similitud de secuencia.
Estas herramientas son esenciales para la gestion eficiente de datos genomicos,
permitiendo identificar similitudes y reducir la redundancia, facilitando analisis
posteriores en estudios de metagendmica y genomica comparativa.

4, APLICACIONES DE LA METAGENOMICA EN DIAGNOSTICO CLINICO
MICROBIOLOGICO

En el mundo de la microbiologia, la metagenémica ha surgido como una
herramienta eficaz y revolucionaria que ha transformado la forma en que se
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comprende y explora la diversidad microbiana en su totalidad. Este campo
de investigacion se basa en la secuenciacion del ADN/ARN de comunidades
microbianas completas en su entorno natural y ha desbloqueado una extensa
reserva de informacion genética, revelando no solo la complejidad de las
interacciones microbianas, sino también su impacto en la salud humana, en la
ecologia y la biotecnologia, entre otras dreas de conocimiento.

La metagenOmica tiene una amplia gama de aplicaciones en diversos
campos: en medicina, la metagendmica ha sido fundamental para comprender
la microbiota humana y su influencia en la salud, se ha utilizado para identificar
microorganismos patogenos, entender enfermedades como el sindrome del
intestino irritable y desarrollar tratamientos personalizados.

En este contexto, uno de los aspectos mas estudiados de la metagendémica es su
aplicacion en el diagnostico. Al analizar el material genético de las comunidades
microbianas presentes en muestras clinicas y ambientales, la metagenomica no
solo posibilita la identificacion de microorganismos especificos, sino que también
ofrece un entendimiento de su diversidad y funcionalidad en un entorno dado,
demostrando su potencial impacto en la salud humana y la salud publica.

4.1. MICROBIOTA, MICROBIOMA Y DISBIOSIS

La metagendmica se centra en el estudio tanto de la microbiota como del
microbioma, permitiendo la secuenciacion y el analisis del material genético
de todos los microorganismos presentes en las muestras clinicas y ambientales
analizadas. Estos términos, aunque relacionados, difieren en el campo de la
metagendmica y la biologia microbiana. El término microbiota hace referencia a
la comunidad de microorganismos (bacterias, virus, hongos, etc.) que coexisten
en un habitat especifico, como el intestino, la piel, el suelo u otros entornos, esta
comunidad varia ampliamente de un lugar a otro en el cuerpo o en el medio
ambiente (figura 31).

Por otro lado, el término microbioma se refiere al conjunto completo de genes
de los microorganismos que forman parte de la microbiota, en otras palabras, el
microbioma representa el material genético colectivo de la comunidad microbiana
en un entorno determinado, lo que abarca el ADN de bacterias, virus, hongos y
otros microorganismos presentes en esa comunidad.
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Figura 31. Microbiota, microbioma y disbiosis

Metagendmica
microbiana y diagnéstico

Conjunto de todos los microorganismos

CJJ\ " bi (bacterias, hongos, virus, arqueas..) que
N 4 . Microbiota coexisten en un habitat y forman parte de
g = e i

un ambiente u organismo.

N
g . Qe V4
> e
Equilibrio os00sS

‘lat;

Genoma de todos los microorganismos del

microbiota, e incluye los conjuntos de,
? Microbioma - genes y metabolitos, asi como las

condiciones ambientales que los rodean.

Nota. Laimagen distingue entre microbiota y microbioma: la microbiota es el conjunto
de microorganismos (bacterias, hongos, virus, arqueas) que viven en un ambiente u
organismo, mientras que el microbioma abarca el genoma de estos microorganismos,
sus genes, metabolitos y las condiciones ambientales que los rodean. Ademads, muestra
el equilibrio y la disbiosis como estados del microbioma.

La caracterizacion de la microbiota humana ha sido reveladora en la
comprension de funciones fisiologicas fundamentales. Se ha observado que la
microbiota tiene una influencia significativa en multiples sistemas y funciones del
cuerpo humano, abarcando desde el sistema cardiovascular hasta la neurologia,
la reproduccion, la inmunologia y la carcinogénesis (Hs1A0 et al., 2013). Estos
descubrimientos subrayan la tendencia actual en los estudios de microbiota, que
buscan identificar diversas comunidades microbianas en distintas condiciones
de salud humana, asi como nuevos patdégenos asociados al desarrollo de
enfermedades (EL-SAYED ef al., 2021).

Las bacterias han experimentado cambios a lo largo del tiempo compartiendo
informacion genética entre si. Existen interacciones complejas entre las bacterias
y el huésped, lo que ha llevado al establecimiento de equilibrio, un sistema de
homeostasis (VIRGIN, 2007). La flora bacteriana que residen en lugares como la
cavidad oral, la nasofaringe, la piel, la mucosa intestinal y la genitourina son pobla-
ciones bacterianas que se conocen como microbiota normal (EL-SAYED et al., 2021).
La microbiota normal desempena un papel protector contra agentes patdgenos.
El proceso de presencia y desarrollo de estos microorganismos se conoce como
colonizacion, y generalmente no se asocia con expresion clinica patoldgica ni una
respuesta inmune detectable en el huésped que pueda asociarse con enfermedad.

Es interesante como esta microbiota normal puede transformarse en un
desencadenante de infecciones en circunstancias en las que el sistema inmune
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se encuentra debilitado, ya sea por tratamientos inmunomoduladores, el uso de
instrumentos invasivos o debido al desequilibrio provocado en la microbiota
por tratamientos antibioticos (JARvIS, 1996). Este cambio en la composicion
microbiana que lleva a una alteracion funcional se conoce como disbiosis.
Término que se refiere a un desequilibrio o alteracion en la composicion de
la microbiota presente en un determinado ambiente, como, por ejemplo, en el
cuerpo humano, el suelo o el agua (figura 31). Usualmente, la disbiosis conlleva
a una disminucion en la diversidad microbiana y se asocia con la presencia de
un microorganismo o grupo de microorganismos responsables de esta disbiosis
(FRAHER et al., 2012).

La dindmica compleja del microbiota ha desafiado durante décadas los métodos
tradicionales de identificacion bacteriana y la comprension de la resistencia a
los antibidticos. Al aplicar un estudio microbioldgico de la microbiota humana,
se logra caracterizar los microorganismos en condiciones especificas, como
infecciones o enfermedades como el cancer, la aproximacion puede revelar las
composiciones microbianas asociadas con ciertas enfermedades, ofreciendo asi
una comprension mas profunda de su naturaleza y posibles implicaciones.

En este contexto la metagendmica posee una capacidad singular para
abordar exhaustivamente tanto la microbiota como el microbioma, lo que ha
ampliado de manera significativa nuestra comprension de las enfermedades,
especialmente las infecciosas, permitiendo estudiar y comprender en profundidad
estos desequilibrios, ya que analiza la diversidad genética de la microbiota,
identificando los cambios en la comunidad microbiana que pueden estar asociados
con la disbiosis.

4.2. METAGENOMICA CLINICA Y DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

Mediante la metagendmica se pueden revelar patrones de disbiosis en distintos
contextos, como en el intestino humano, donde desequilibrios en la composicion
de la microbiota pueden estar relacionados con diversas enfermedades, incluyendo
trastornos gastrointestinales, metabolicos e inmunologicos. Estudiar estos
cambios a nivel genémico es fundamental para comprender como la disbiosis
puede contribuir al desarrollo de enfermedades y para explorar estrategias
terapéuticas que puedan restaurar el equilibrio microbiano.

En el campo de la microbiologia clinica se incluyen areas esenciales como el
diagndstico y la identificacion de patogenos (bacterias, virus, hongos y parasitos)
a partir de muestras clinicas. Esto no solo orienta las estrategias de tratamiento
de infecciones, sino que también permite analizar las respuestas del huésped,
siendo potencialmente 1til en el diagnostico. Ademas, la microbiologia clinica
contribuye a la vigilancia y seguimiento de brotes de enfermedades infecciosas
en la comunidad.
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El campo de la microbiologia clinica abarca la microbiologia de diagnostico en
infecciones, que implica identificar patdogenos en muestras clinicas para orientar
el manejo del paciente y las estrategias de tratamiento para las infecciones, y la
microbiologia de la salud ptblica, que se enfoca en monitorear y vigilar brotes
de enfermedades infecciosas en la comunidad (CHIU y MILLER, 2019).

4.2.1.  METODOS TRADICIONALES Y MOLECULARES EN LABORATORIOS DE
MICROBIOLOGIA

Los métodos tradicionales en laboratorios de microbiologia infecciosa incluyen
el cultivo de microorganismos, la deteccion de anticuerpos o antigenos especificos
(por ejemplo, mediante pruebas de fenotipo bioquimico o espectrometria de masas
de tiempo de vuelo con desorcién/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI),
hasta la deteccion de biomarcadores especificos de organismos (identificacion
de antigenos mediante aglutinacion de latex, anticuerpos mediante ensayos
inmunoenzimaticos (ELISA), pruebas de 4cido nucleico mediante PCR para agentes
unicos y pruebas de PCR multiplex utilizando paneles sindromicos (figura 32).

Figura 32. Métodos tradicionales en laboratorios de microbiologia infecciosa
usados para la identificacion de patogenos

Diagndstico

microbiolégico O

Cultivo de M“ﬂlllitién en
microorganismos latex

Nota. La imagen presenta diversas técnicas de diagndstico microbiologico,
incluyendo el cultivo de microorganismos, aglutinacion en latex, ELISA, MALDI-TOF,
PCR, PCR multiplex y andlisis de paneles sindromicos.
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Esto implica llevar a cabo pruebas adicionales en muestras de tejido mediante
métodos complementarios y demostrar cambios en la respuesta inmunolégica, o
utilizar cultivos celulares o0 modelos animales seglin sea necesario. Estos pasos
adicionales son fundamentales para evaluar y confirmar el potencial patogeno
real del agente identificado (CHIU y MILLER, 2019).

Es asi como en el dmbito del diagndstico microbiologico se observa una
creciente adopcion de técnicas moleculares en los laboratorios, estas herramientas
se estdn implementando cada vez mas debido a su precision y capacidad para
detectar y caracterizar microorganismos de manera rapida y especifica. Técnicas
como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la secuenciacion gendmica
han revolucionado la identificacién de patégenos, permitiendo un diagndstico
mas agil y preciso en comparacion con los métodos tradicionales (figura 33).

Figura 33. Técnicas moleculares utilizadas en metagenomica
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Nota. Laimagen muestra varias técnicas de diagnostico genético y microbioldgico,
incluyendo RFLP, PCR/PCR multiplex, andlisis de paneles sindréomicos, FISH,
microarreglos de ADN, LAMP y secuenciacion genomica de nueva generacion. Estas
herramientas permiten la deteccion precisa de patdgenos y variaciones genéticas,
mejorando el diagnostico y tratamiento de enfermedades infecciosas.

Las técnicas moleculares han revolucionado la identificacion de patdgenos
pues permiten un diagndstico mas agil y preciso en comparacion con los métodos
tradicionales. La versatilidad y sensibilidad de estas técnicas moleculares estan
transformando el panorama del diagnodstico microbioldgico al proporcionar
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resultados mas confiables y contribuir significativamente a la toma de decisiones
clinicas mas informadas.

En la ultima década los hospitales han incorporado el uso de los paneles
sindromicos a su diagnostico (figura 32). Los paneles sindromicos son conjuntos
de pruebas moleculares que analizan multiples agentes infecciosos al mismo
tiempo que se utilizan para identificar multiples enfermedades o condiciones de
salud, especialmente aquellas que comparten sintomas similares o pertenecen
a una misma categoria sindromica. Estos paneles suelen incluir pruebas de
laboratorio, pruebas genéticas o pruebas de imagen que permiten obtener
informacion integral sobre la presencia o ausencia de varias enfermedades o
afecciones en un solo andlisis.

Un ejemplo es el caso de la meningitis aguda en la que pueden detectar
catorce microorganismos en 70 minutos (ASENCIO et al., 20121). Estos paneles
generalmente incluyen los patdgenos mas comunes asociados con un sindrome
clinico definido, como meningitis y encefalitis, infeccion respiratoria aguda,
sepsis o enfermedad diarreica (TANG et al., 2006), sin embargo, cuando se
identifica un agente infeccioso poco comun o desconocido en muestras clinicas,
es crucial realizar investigaciones adicionales para confirmar su presencia. En
este contexto seleccionar la técnica molecular es importante, la tabla 27 muestra
las principales técnicas moleculares con sus ventajas y desventajas.

Tabla 27. Técnicas moleculares utilizadas en diagnostico microbiologico

Técnica Explicacion Ventajas Desventajas
Polimorfismo Se realiza la amplificacion Rapido, semicuanti- Baja resolucion,
de longitud de secuencias especificas tativo, econdémica. sin identificacion
del fragmen- utilizando cebadores marca- filogenética, sesgo
to de restric- dos, seguida por la digestion de PCR.
cion terminal  del producto amplificado del
(T-RFLP) ARNr 16S. Posteriormente,

estos fragmentos digeridos
se separan utilizando la téc-
nica de electroforesis en gel.

Reacciéon en Amplifica y detecta secuen- Rapido, semicuan- Baja resolucion.
cadena de la cias especificas de ADN, titativo, econémico.  Esto puede llevar a

polimerasa lo que permite identificar la omision de cier-
(PCR) microorganismos incluso en tos tipos de resis-
cantidades minimas. Varian- tencia.

tes como PCR en tiempo real
(qPCR) ofrecen resultados en
tiempo real.
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FISH

La sonda marcada con fluo-
rescencia se une al objetivo
especifico del ARNr 168,
seguido por el proceso de
hibridacion, y su cantidad se
evalua mediante citometria
de flyjo.

Identificacion filoge-
nética, semicuantitati-
va, sin sesgo de PCR.

Dependencia de la
sonda, incapacidad
para identificar es-
pecies desconoci-
das.

Microarreglos
de ADN

Las sondas de oligonucle6-
tidos con fluorescencia se
unen a secuencias de nu-
cledtidos complementarias,
y después, la secuencia mar-
cada se identifica mediante
un laser para su deteccion.

Identificacion filoge-
nética, semicuantita-
tiva, rapida.

Hibridacion cruza-
da, sesgo de PCR,
menos aplicable
para especies de
baja abundancia.

LAMP
(amplificacion
isotérmica

de acido
nucleico)

Una técnica rapida y sensible
que amplifica el ADN a
temperaturas constantes y
puede ser ttil en entornos
con recursos limitados.

Identificacion filoge-
nética, semicuantita-
tiva, rapida.

Hibridacion cruza-
da, sesgo de PCR,
menos aplicable
para especies de
baja abundancia.

Secuenciacion
gendmica

Proceso de determinar el or-
den exacto de los nucleotidos
en una molécula de ADN.

Precision en la iden-
tificacion genética y
la capacidad de des-
cubrir mutaciones
asociadas a enferme-
dades.

Complejidad en
la interpretacion
de los grandes vo-
lumenes de datos
generados.

Paneles
sindromicos

Pruebas moleculares que
analizan multiples agentes
infecciosos al mismo tiempo.

Utiles en entornos
clinicos donde se
necesita identificar
rapidamente la cau-
sa de una infeccion,
como en emergencias
o situaciones donde
se requiere una toma
de decisiones rapida y
precisa.

Limitacion en la
deteccion de cier-
tos patdgenos o va-
riantes genéticas
especificas.

NGS

Tecnologia revolucionaria
que permite secuenciar gran-
des cantidades de ADN o
ARN de manera rapida y a
gran escala.

Fundamental en la
investigacion biomé-
dica y clinica, diag-
nostico y tratamiento
personalizado. Enten-
dimiento de la varia-
bilidad genética y la
biologia de diversas
enfermedades.

Manejo y analisis
de la gran canti-
dad de datos que
genera. Posibili-
dad de errores en
la secuenciacion y
costos.
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43. ANALISIS METAGENOMICO EN LABORATORIOS DE MICROBIOLOGIA

La metagenomica tiene diversas aplicaciones, amplia la comprension de
enfermedades infecciosas, investigaciones de microbiomas en distintos estados de
salud y enfermedad, analisis de la respuesta del huésped ante infecciones y detecta
virus relacionados con tumores, entre otros usos. A diferencia de la mayoria de
los ensayos moleculares que se enfocan en un niumero limitado de patogenos
utilizando cebadores o sondas especificas, los enfoques metagenomicos, que tiene
sus raices en el uso de microarrays a principios de la década de 2000, analizan
todo el ADN o ARN en una muestra (MILLER y TANG, 2009; ZHAO y BaJic,
2015). Las técnicas metagendmicas permiten examinar todo el microbioma, asi
como el genoma o transcriptoma del huésped humano en muestras de pacientes
(LLoYD-PRICE et al., 2016), lo cual aumenta la capacidad de identificar todos
los posibles patogenos (bacterias, virus, hongos y parasitos), en una muestra al
mismo tiempo que se analizan las respuestas del huésped. Todos los avances en
metagendmica son valiosos para el diagndstico de enfermedades infecciosas.

Entre los primeros éxitos en los estudios metagendémicos se incluyen el
descubrimiento del coronavirus responsable del SARS, la identificacion de
mutaciones en el cancer y el analisis detallado del microbioma humano en
diferentes sitios del cuerpo (NUTMAN y MARCHAIM, 2019). Sin embargo, fue la
llegada de las tecnologias de secuenciacion de proxima generacion (NGS) en 2005
lo que revoluciono la aplicacion clinica de la metagendmica (VOELKERDING et
al., 2009). Estas tecnologias permitieron generar desde millones hasta miles de
millones de lecturas en una sola ejecucion, posibilitando el andlisis completo del
contenido genético de una muestra clinica o ambiental (CHIU y MILLER, 2019;
PALMER ef al., 2006). Ademas, la disponibilidad en constante crecimiento de
instrumentos de secuenciacion y la marcada reduccion en los costos impulsaron
la rapida adopcion de la secuenciacion mNGS en el ambito clinico (figura 34).

La década siguiente vio un aumento significativo en la disponibilidad de
herramientas de secuenciacion y una reduccion considerable en los costos
asociados. Este avance aceler6 la adopcion de la tecnologia de mNGS en el ambito
clinico. Esta adopcion permitié varios avances, incluyendo la identificacion
directa de microorganismos a partir de muestras clinicas primarias, la prediccion
de resistencia a antimicrobianos al caracterizar genes relacionados, la deteccion
de determinantes de virulencia a niveles de especie o cepa, como la produccion
de endotoxinas o exotoxinas especificas, y la capacidad de prever la resistencia
antiviral o antimicrobiana (CHIU et al., 2019).
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Figura 34. Usos de la mNGS en el diagnostico clinico
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Nota. Se describen las diversas aplicaciones del analisis metagendmico, incluyendo
el desarrollo de vacunas, identificacion de genes de resistencia entre otras.

La mNGS es un método avanzado que apoya el diagnostico clinico, implica
el analisis completo del material genético de microorganismos y del huésped
(ADN y ARN) en las muestras de pacientes. Las aplicaciones de mNGS en
diagnéstico clinico son amplias, abarcan areas como diagnostico microbiologico
de enfermedades infecciosas, resistencia a antimicrobianos, estudios de
microbiomas, expresion genética del huésped (transcriptomica) entre otras (CHIU
y MILLER, 2019).

Este enfoque innovador se esté trasladando rdpidamente de la investigacion
a los laboratorios clinicos, transformando la manera en que los médicos y el
personal de laboratorio clinico diagnostican y tratan enfermedades infecciosas.
Sin embargo, implementar la mNGS en el ambito clinico conlleva desafios
importantes, por lo que explorar posibles soluciones es fundamental para
maximizar su impacto en la atencion al paciente y la salud publica.
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44, ESTUDIOS METAGENOMICOS EN DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES
INFECCIOSAS

La posibilidad de efectuar estudios metagenomicos de la microbiota y del
microbioma de una muestra clinica de manera rapida y a un coste reducido
permite avanzar mas rapidamente en el diagnostico de enfermedades, en el
conocimiento de la taxonomia y la epidemiologia de los agentes involucrados, asi
como de su virulencia (HERNANDEZ et al., 2019), ademas posibilita la realizacion
de estudios de genémica comparada y el descubrimiento de genes o variantes de
interés, lo que puede llevar a que enfermedades tradicionalmente consideradas
como de caracter no microbiano sean asociadas a la presencia de microrganismos
(HERNANDEZ et al., 2019).

Hasta la fecha, varios estudios han permitido vislumbrar la promesa de la
mNGS en entornos clinicos y de salud publica. En el afio 1995 se completod
la secuencia del primer genoma bacteriano, el de Haemophilus influenzae
(FLEISCHMANN et al., 1995). En la actualidad existen més de 120.000 genomas de
especies bacterianas depositados en diversas bases de datos. La tabla 28 muestra
algunas investigaciones realizadas sobre el uso de mNGS en enfermedades
infecciosas, las cuales han fortalecido la investigacion en salud publica.

Tabla 28. Investigaciones realizadas sobre el uso de mNGS en enfermedades
infecciosas

Investigaciones  Diagnostico Uso del resultado Referencia

Clinicaneurolep- Meningoencefalitis  Tratamiento antibidtico apro- (WILSON et al.,
tospirosis piado. 2014)

Fibrosis quistica ~ Dinamicadelasco- Revelo la dindmica de las (MALLA et al.,
munidades micro- comunidades microbiana y 2019)
bianas en pacientes  los genes de resistencia a los
antibidticos (ARG).

Enfoque metage- Brotes de la cepa La integracion de datos epi- (LOMAN ef al.,
némico en micro- 0O104:H4 de E. Co- demioldgicos, de laboratorio 2013)
biologia y salud lioxigénica y gendmicos para rastrear
publica patrones de transmision e

inferir el origen y las fechas

de infeccion durante un brote.

Vigilancia de la Resistencia a la ci- Deteccion de variantes genéti-  (STEFAN et al.,
resistencia a los profloxacina en Ba- cas que se sabe que confieren 2016)
antimicrobianos  cillus anthracis, Yer-  resistencia a la ciprofloxacina.

sinia pestis y Fran-

cisella tularensis.
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Deteccion de

Diagnostico de in-

Deteccion de panpatogenos,

(MILLER et al.,

panpatdgenos fecciones neurolé- que se utilizard clinicamente  2019)
gicas por LCR para pacientes con enferme-
dades agudas de ectiologia
desconocida, meningitis y
encefalitis.
Secuenciacionde Diagnostico de fie- Deteccion de patogenos mul-  (BRINKMANN ef
amplicones (pa- bre hemorragica tiplexados. al., 2017)

neles de cebador viral
multiplexados)
Metagenomicade Patdgenos de neu- Herramienta de diagnostico (YANG et al.,
nanoporos monia rapiday eficaz para patdgenos 2019)
de neumonia.

Metagenomicade Microbios en las Deteccion de patdégenos y Koeral.,2022)
nanoporos aguasresiduales glo- genes de resistencia a los

bales de importancia antimicrobianos de los micro-

clinica bios en las aguas residuales

globales.

La metagendmica proporciona informacion detallada sobre la virulencia de
los patdgenos, ademas la metagendmica clinica tiene la capacidad de prever la
resistencia antiviral, lo que es fundamental para abordar las infecciones virales y
elegir las estrategias de tratamiento adecuadas. Estas aplicaciones demuestran el
potencial transformador de la metagendmica clinica en el campo de la medicina
y lamicrobiologia. Es asi como la utilizacion de la metagendmica para identificar
y caracterizar patdgenos microbianos en muestras clinicas, permite diagndsticos
rapidos y precisos de enfermedades infecciosas.

45. ESTUDIOS METAGENOMICOS EN EL ANALISIS DE MICROBIOMAS

Numerosos investigadores actualmente prefieren mNGS en lugar de enfocarse
unicamente en la secuenciacion especifica del gen 16S rRNA para lograr una
descripcion mas detallada del microbioma. Hay una mayor conciencia publica
acerca del microbioma y su probable relacion con estados patolégicos, tanto
agudos como cronicos (YOUNG, 2017). Sin embargo, aiin no se han validado
clinicamente pruebas basadas en el microbioma para diagnosticar o tratar
enfermedades, en parte debido a un conocimiento incompleto de la complejidad
del microbioma y su papel en el desarrollo de enfermedades.

Investigaciones sobre el microbioma, que abarca las comunidades microbianas
(microbiota) autoctonas y el entorno del huésped que habitan, han transformado
las ideas de los clinicos sobre los microbios en la salud y enfermedad humanas.
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Uno de los cambios mas radicales es la comprension de que la mayoria de los
microbios que residen en el cuerpo ofrecen servicios ecosistémicos vitales
que benefician a todo el sistema huésped-microbio. Estos servicios incluyen la
produccién de recursos importantes, la conversion de nutrientes y la proteccion
contra microbios patogenos, por lo tanto, la enfermedad puede surgir debido a la
pérdida de funciones beneficiosas o a la introduccion de funciones desadaptativas
por parte de microbios invasores (YOUNG, 2017). El microbioma ha modificado la
percepcion de los microbios en el mantenimiento de la homeostasis y la generacion
de enfermedades. En la tabla 29 se muestran algunos de los microorganismos
identificados en estudios del microbioma utilizando técnicas de mNGS.

Microbioma
humano

Tabla 29. Estudios de microbioma utilizando mNGS

Técnica

Microrganismos identificados

Ref

Piel

Metagenomica de
shotgun

Abundancia de especies produc-
toras de porfirina, Cutibacterium
cnes, Cutibacterium avidum. Cu-
tibacterium granulosum y Cuti-
bacterium namnetense, bacterio-
fagos Propionibacterium acnes
con el género Cutibacterium.

(WEretal., 2022)

Cavidad bucal

Estudios de aso-
ciacién entre me-
tagenoma y todo
el genoma

Se encontraron asociaciones
Prevotella jejuni, Oribacterium
y Solobacterium, Lachnoanaero-
baculum umeaense y Eggerthia.

(L et al., 2021)

Caries dental

secuenciacion me-
tagendmica

Prevotella spp., Streptococcus
mutansy el virus de Epstein-Barr

(BAKER et al.,
2021)

Pulmones

mNGS
metagenodmica
de nanoporos

Identificacion de virus respirato-
rios en muestras clinicas mixtas
rinovirus y los coronavirus hu-
manos, parainfluenza humana
(HPIV), el parechovirus huma-
no, el virus de la influenza A, el
virus respiratorio sincitial (RSV)
y metapneumovirus humano.

(GONG et al.,
2017)

Intestino

NGS microbiota
intestinal

Prevotella copri y Akkermansia
muciniphila, Ralstonia pickettii,
Enterobacter cloacae entre mu-
chos otros mas.

(CANI et al.,
2018)
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La abundancia de datos metagendomicos generados al comparar sujetos
enfermos y sanos puede llevar a la afirmacion erronea de que una bacteria esta
causalmente relacionada con la proteccion o la aparicion de una enfermedad.
De hecho, factores ambientales como los habitos alimentarios, los tratamientos
farmacolégicos, la motilidad intestinal y la frecuencia y consistencia de las
deposiciones son factores que influyen en la composicion del microbiota y deben
tenerse en cuenta.

4.6. ESTUDIOS DE METAGENOMICA EN MICROBIOMAS EN INDIVIDUOS SANOS
Y ENFERMOS

La metagendmica clinica posibilita el analisis de microbiomas tanto en
individuos sanos como enfermos. Estos analisis pueden brindar informacion
pronostica sobre enfermedades en estados agudos y cronicos, respaldando ademas
el desarrollo de terapias probioticas. Uno de los sitios del cuerpo mas estudiado
en este aspecto es el intestino humano, considerado el segundo cerebro humano
debido a su capacidad para llevar a cabo procesos funcionales complejos en
el cuerpo humano de manera similar al cerebro humano (OCHOA-REPARAZ Y
KASPER, 2016).

En situaciones de disbiosis —como se evidencia en pacientes con enfermedad
relacionada con Clostridium difficile, una bacteria oportunista que puede infectar
el intestino que provoca la produccion de toxinas que pueden provocar diarrea,
deshidratacion, sepsis y la muerte— se observa una reduccion en la diversidad de
especies el microbioma esta alterado por factores como la exposicion a antibioticos
de amplio espectro o una cirugia gastrointestinal reciente (SAMARKOS et al., 2018;
SHOGBESAN et al., 2018).

En el tratamiento de pacientes con esta infeccion, es factible recolectar heces
de individuos sanos y utilizarlas en trasplantes de heces o en forma de pildoras
fecales encapsuladas para administracion oral. También se pueden disenar
heces sintéticas mediante especies de microbiota presentes en individuos sanos,
las cuales podrian emplearse como probioticos en el tratamiento de pacientes
(SHOGBESAN et al., 2018).

Ademas de la infeccion por C. difficile, condiciones cronicas como la obesidad,
la enfermedad inflamatoria intestinal y la diabetes mellitus podrian obtener
beneficios de la terapia con probioticos (figura 35). Estas terapias representan una
direccion prometedora en el campo de la medicina, aprovechando la capacidad
de la metagenomica clinica para ofrecer un entendimiento mas profundo de los
microbiomas y su influencia en la salud humana (SHOGBESAN ef al., 2018).
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Figura 35. Trasplante fecal microbiano
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Nota. Laimagen ilustra la comparacion entre un microbioma saludable y uno alterado
en individuos. Muestra como el microbioma alterado puede restablecerse mediante
un trasplante fecal, en el cual se recolectan y cultivan bacterias de una muestra fecal
saludable, para luego ser administradas al individuo con disbiosis, promoviendo asi el
equilibrio del microbioma.

Dado que el determinante de resistencia podria residir en el entorno, la
tendencia actual de trasplante fecal microbiano (FMT, por sus siglas en inglés)
como un nuevo enfoque terapéutico para varias enfermedades cronicas necesita
una atencion adecuada para la posibilidad de transferir genes de resistencia a
antibidticos (ARG) de los donantes a los receptores. Por lo tanto, se requiere
un escrutinio mas detallado para la elegibilidad de los donantes. Actualmente,
el principal criterio de elegibilidad para los donantes de FMT es la ausencia
de consumo de antibidticos por cualquier motivo en los ultimos tres meses,
sin embargo, no hay criterio para la existencia de ARG en el intestino del
donante. Dado el potencial de transferencia de material genético de resistencia
a los antibidticos a través del proceso de FMT, la deteccion de ARG mediante
encuestas metagendmicas como uno de los criterios de elegibilidad es una
consideracion prudente.
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Por otro lado, el analisis de la diversidad bacteriana del microbioma puede
revelar la naturaleza infecciosa de una enfermedad. En pacientes con neumonia,
se ha encontrado por secuenciaciéon masiva que aquellos con infecciones
confirmadas tienen una diversidad bacteriana menor en su microbioma
respiratorio. Ademas, se ha asociado la disbiosis con afecciones como obesidad,
diabetes mellitus y enfermedad inflamatoria intestinal, abriendo la posibilidad
de manipular el microbioma para tratar estas enfermedades (LANGELIER ef al.,
2018), aqui se destaca un enfoque prometedor en la practica clinica al utilizar
el andlisis de la diversidad bacteriana para comprender mejor y tratar diversas
condiciones patologicas.

47. ESTUDIOS METAGENOMICOS SOBRE LA RESPUESTA DEL HUESPED MEDIANTE
ANALISIS TRANSCRIPTOMICO

El analisis del transcriptoma humano en respuesta a las infecciones se realiza
mediante la técnica de transcriptomica, que se fundamenta en la secuenciacion
del ARN. Esta técnica tiene el potencial de mejorar los diagnoésticos, ya sean
de enfermedades infecciosas o no, al examinar la respuesta del huésped ante la
infeccion. Empleando la NGS, es factible desarrollar un indicador clasificador
altamente preciso que distinga entre pacientes infectados y no infectados. Este
indicador utiliza un umbral, por encima para indicar infeccion, mientras que las
puntuaciones por debajo sugieren su ausencia, logrando una precision global
del 83 %. Ademads, mediante el andlisis del mapa de calor de conglomerados, es
posible identificar genes del huésped que se expresan de manera distinta y estan
asociados con la presencia o ausencia de infeccion.

La mNGS de bibliotecas de ARN, son utilizadas para detectar patégenos
como el virus de ARN en muestras clinicas, incidentalmente proporciona datos
de expresion de genes del huésped para analisis de transcriptoma (RNA-seq) (66).
Si bien los analisis de RNA-seq se realizan tipicamente en muestras de sangre
completa o células mononucleares de sangre periférica (PBMC), cualquier tipo
de tejido o fluido corporal es susceptible a estos analisis (figura 35).
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Figura 36. Estudios metagenomicos en respuesta huésped por analisis
transcriptomico
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Nota. La imagen muestra un analisis transcriptomico para comparar la expresion
génica entre individuos infectados y no infectados. En el grafico superior, los niveles de
expresion génica superan o no un umbral, diferenciando claramente ambos grupos. El
mapa de calor inferior visualiza los patrones de expresion, donde las variaciones en color
indican diferencias significativas entre genes en los estados infectado y no infectado.

La clasificacion de genes mediante perfiles de expresion utilizando RNA-seq
ha sido empleada para caracterizar diversas infecciones, como la bacteriemia
estafilococica, la enfermedad de Lyme, la candidiasis, la tuberculosis (permitiendo
diferenciar entre riesgo de enfermedad latente y activa) e influenza, ademas,
los andlisis de datos de RNA-seq basados en aprendizaje automatico han sido
utiles en la clasificacion del cancer y la aplicacion de estos enfoques podria ser
prometedora para las enfermedades infecciosas. Se estan desarrollando paneles
que contienen un nimero limitado de biomarcadores del huésped como ensayos
de diagnostico para la influenza, la tuberculosis y la sepsis bacteriana (CHIU y
MILLER, 2019).
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En la tabla 30 se resumen algunos estudios en donde describen las diferencias
en el transcriptoma del huésped empleando técnicas de secuenciacion de ARN
para investigar las alteraciones en el transcriptoma en diversos contextos
relacionados con enfermedades infecciosas. Estos estudios identificaron
patrones diferenciales en la expresion génica entre diferentes condiciones de
salud y enfermedad, incluyendo la enfermedad de Crohn, el cancer gastrico
y oral. Ademas, se destacan descubrimientos de nuevos ARN no codificantes
largos (IncARN) y su posible implicacion en la regulacion de la proliferacion
y migracion celular en estos contextos estos hallazgos resaltan la importancia
de la secuenciacion de ARN para comprender mejor las bases moleculares de
estas enfermedades.

Tabla 30. Diferencias en el transcriptoma del huésped empleando técnicas de
secuenciacion de ARN para investigar las alteraciones en el transcriptoma

Descripcion Genes afectados Estudio

Enfermedad de Crohn 15 sobreexpresados, 4 subexpresados  (WASKITO et al., 2022)
Vs.

saludables
Céncer gastrico vs. 114 genes con patrones diferenciales (LANGELIER et al.,
mucosa normal 2018).

Cancer gastrico en CDHI sobreexpresado (36 veces mas), (CHIU y MILLER, 2019)

pacientes chinos DPT y TGFBR?2 subexpresados

Céncer oral DPT subexpresado, validado por qRT- (CHIU y MILLER, 2019
PCR

Descubrimiento de Regulacion de proliferacion y migracion (LANGELIER et al.,

IncARN HOXC-AS3 celular 2018).

IncARN THAPO9- Sobreexpresado en células cancerigenas (ZHANG et al., 2014;

ASl eninfeccion con vy tejidos Langelier et al., 2018

H. pylori

EI RNA-seq demuestra su utilidad en casos clinicos donde el patdgeno presente
es temporal, de forma similar a las pruebas serologicas, este método permite
un diagndstico indirecto de infecciones basado en respuestas especificas del
huésped ante el patdgeno (CHIU y MILLER, 2019). También puede ser valioso
para diferenciar los patogenos reales en muestras complejas de metagendmica
clinica, como abscesos polimicrobianos o liquidos respiratorios (Langelier et
al., 2018). Otra aplicacion promisoria es su capacidad para distinguir entre
causas infecciosas y no infecciosas de enfermedades agudas, al identificar una
respuesta no infecciosa en el huésped, como en enfermedades autoinmunes,



190 RuTH MELIDA SANCHEZ MORA

se podria considerar la suspension de antibidticos y optar por tratamientos
inmunosupresores (CHIU y MILLER, 2019). Con el continuo aumento de datos
de secuenciacion, impulsados por pruebas rutinarias de mNGS en la clinica,
la integracion de lecturas tanto microbianas como humanas puede mejorar la
precision diagndstica al considerar datos de expresion genética del huésped y
del microorganismo.

Ademas de su uso para describir las diferencias en el transcriptoma del
huésped, la técnica de ARN-seq también se emplea para analizar las alteraciones
en el transcriptoma de patdgenos, como H. pylori. En el desafiante entorno
natural de alta acidez de H. pylori, se identifico una expresion elevada de
genes que codifican proteinas antioxidantes, proteinas estructurales del flagelo,
particularmente genes de clase 2, T4SS/Cag-PAl, FoF1-ATPasa y proteinas
relacionadas con la aclimatacion acida (ZHAO et al., 2014). Asimismo, bajo
condiciones de alta concentracion salina, varios genes como sabA, hopA y hopQ
muestran un aumento, mientras que los niveles de transcripcion de fecA2 y fecA3
disminuyen, lo que sugiere un aumento significativo en el proceso de union de H.
pylori ala mucosa gastrica en entornos con alta salinidad (ZHANG et al., 2014).
Estos hallazgos validan la gran versatilidad del ARN-seq en la caracterizacion
detallada del transcriptoma.

4.8. ESTUDIOS METAGENOMICOS EN APLICACIONES ONCOLOGICAS

Los marcadores gendmicos y microbiomicos en la metagenémica se emplean
actualmente para la deteccion temprana de cancer y enfermedades cronicas
como la diabetes. En el campo de la oncologia, se emplean métodos como el
secuenciamiento del genoma completo o la NGS selectiva para detectar genes
mutados y, al mismo tiempo, identificar virus asociados al cancer, tales como
el herpesvirus, el papilomavirus y el poliomavirus. Ademas, estos enfoques
permiten recopilar informacion acerca de las interacciones entre virus y huésped
(NAakAGAwA y Fuiita 2018).

La Administracion de Alimentos y Medicamentos de EE. UU. (FDA) ha
aprobado el uso clinico de dos paneles NGS que examinan anomalias genomicas
relevantes en muestras tumorales (ALLEGRETTI et al., 2018). La deteccion de
lecturas asociadas a virus integrados y exdgenos en estas muestras podria lograrse
mediante la incorporacion de sondas virales especificas al panel o podria ocurrir
incidentalmente mientras se secuencia todo el genoma o exoma del tumor.

En el ambito oncologico, la identificacion de virus asociados a tumores y
sus puntos de integracion genoémica es crucial. Los analisis de tumores virales
o biopsias liquidas permiten detectar patdgenos y examinar simultaneamente
las mutaciones genéticas del huésped. Mediante la secuenciacion de préxima
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generacion (mNGS), se puede identificar el poliomavirus de las células de
Merkel, vinculado al desarrollo del carcinoma de células de Merkel. Al secuenciar
simultaneamente el ADN del huésped, es posible detectar mutaciones resultantes
de la integracion del genoma viral que contiene el antigeno T grande completo
(LT), seguido de su posterior truncamiento, o el truncamiento del antigeno LT
antes de la integracion del genoma viral. Ambas mutaciones desencadenan una
transformacion celular que promueve la proliferacion tumoral, a pesar de su
potencial, muchas de estas aplicaciones secuenciales aun no forman parte de la
practica clinica habitual (LANGELIER et al., 2018).

El conocimiento adicional sobre las infecciones virales integradas o activas
en los canceres, asi como su influencia en las vias de sefalizacion, puede ser
util para orientar intervenciones preventivas y terapéuticas mediante el uso
de farmacos antivirales o tratamientos de quimioterapia especificos. Esto se
evidencia en la reduccion del riesgo de carcinoma hepatocelular asociado al
virus de la hepatitis C después del tratamiento con medicamentos antivirales
de accion directa (LANGELIER et al., 2018). En el futuro, la aplicacion de la
secuenciacion metagenémica de ADN libre de células, extraido de muestras
de biopsias liquidas como el plasma, podria ser aprovechada para la deteccion
simultanea de canceres en sus etapas tempranas y el diagndstico de infecciones
en pacientes inmunocomprometidos.

409. METAGENOMICA Y PRESENCIA DE VIROMAS

Es dificil exagerar el papel que ha tenido la metagendmica en la comprension
reciente de la diversidad de los virus de ARN. La metagendmica en el siglo XXI
ha traido consigo una explosion en el numero de especies, géneros y familias
de virus de ARN, superando con creces la que sigui6 al descubrimiento del
microscopio en el siglo XVIII para la vida eucariota o los medios de cultivo en
el siglo XIX para la bacteriologia o la siglo XX para la virologia.

Otra aplicacion de la metagendmica esta en la exploracion de la presencia de
viromas y su utilizacion terapéutica para la salud humana. En consecuencia, la
presencia de los viromas y su interaccion con otros virus en el cuerpo humano
ha resultado en el desarrollo de aplicaciones terapéuticas como el trasplante de
microbiota fecal, la terapia basada en fagos y la terapia oncolitica. Una revision
previa resumio la deteccion de varios virus y bacteriéfagos del microbioma
humano (GRENINGER, 2018). Se encontrd que la presencia de virus estaba
relacionada con enfermedades inflamatorias intestinales, diarrea, obesidad y
diabetes, los hallazgos indican el potencial para desarrollar medidas diagnosticas
y terapéuticas para enfermedades relacionadas con virus. Por ejemplo, se ha
demostrado que los bacteriofagos son efectivos en el tratamiento de pacientes
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infectados con Clostridium difficile (SHOGBESAN et al., 2018), aunque se han
sugerido y probado aplicaciones del viroma humano, se deben abordar algunas
precauciones antes de su aplicacion generalizada en seres humanos, como
protocolos clinicos, validacion de los resultados y detalles de las interacciones
mecanicistas (GRENINGER, 2018).

5. METAGENOMICAS Y RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Las infecciones microbianas representan la causa mas comun de prescripcion
de antibidticos en pacientes ambulatorios. La resistencia antimicrobiana (RAM,
por sus siglas en inglés), un fenomeno que abarca la capacidad de varios
microorganismos, no solo bacterias, para resistir los efectos de antimicrobianos
como antibidticos, antivirales, antifingicos y antiparasitarios, resalta la
importancia de criterios practicos en su administracion (ZHANG y CHENG, 2022),
no obstante, si estos tratamientos resultan ineficaces, estas infecciones pueden
desencadenar complicaciones graves. La notoria expansion de la AMR en varios
patdgenos representa un desafio critico al momento de seleccionar el antibidtico
adecuado, dado que los microorganismos han desarrollado diversos mecanismos
de resistencia frente a una amplia gama de agentes antimicrobianos.

En este contexto, los enfoques metagendmicos emergen como una herramienta
poderosa, capaz de desvelar la diversidad microbiana y los perfiles genéticos
presentes en diversos entornos. Estos enfoques se sustentan en el andlisis directo
del material genético extraido de muestras ambientales, proporcionando una
vision integral de las comunidades microbianas y sus posibles capacidades de
resistencia. El proposito de esta seccion es destacar la utilizacion de los enfoques
metagenomicos, explorando sus aplicaciones, implicaciones y desafios en la
precisa identificacion bacteriana, asi como en la comprension de los mecanismos
de resistencia a los antibidticos tanto en contextos ambientales como clinicos.

5.1 RESISTENCIA ANTIBACTERIANA (ABR)

La efectividad y el facil acceso a los antibioticos han llevado a su uso
excesivo, lo que a su vez ha provocado el desarrollo de resistencia a farmacos
entre los microorganismos. La aparicion de resistencia en patogenos bacterianos
prominentes representa una importante amenaza para la salud publica que afecta
a las poblaciones globales, la continua presion selectiva de varios farmacos ha
provocado la aparicion de bacterias con mecanismos de resistencia adicionales,
lo que ha dado lugar al surgimiento de bacterias resistentes a multiples farmacos
(MDR), bacterias extensamente resistentes a farmacos (XDR) y bacterias
resistentes a todos los farmacos (PDR), conocidas como superbacterias.
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Las infecciones graves incluyen infecciones nosocomiales debido a cepas de
bacterias multirresistentes como 4. baumanii, C. difficile, Enterobacter spp.,
enterococos resistentes a vancomicina (VRE), E. coli, Haemophilus influenzae,
K. pneumoniae, P. aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, S. pneumoniae,
Mycobacterium tuberculosis extensamente resistente a farmacos (XDR-TB) o
MRSA, considerado como la superbacteria mas comin (ZHANG y CHENG, 2022).

Ademas, con la aparicion de cepas incurables de Enterobacteriaceae resistentes
a los carbapenémicos, la humanidad estaba al borde de la era posantibidtica.
La resistencia a los carbapenémicos es una de las mas problematicas en la
resistencia a los antibidticos, ya que las infecciones con bacterias resistentes a
los carbapenémicos tienen una tasa de mortalidad del 48 %.

Los organismos multirresistentes no solo han surgido en entornos hospitalarios,
sino que cada vez se detectan mas en entornos comunitarios, lo que sugiere la
presencia de reservorios de bacterias resistentes a antibidticos mas alla de los
limites hospitalarios. La respuesta bacteriana a la exposicion a los antibidticos
ejemplifica la adaptacion bacteriana y representa la ctspide de los procesos
evolutivos.

El concepto de supervivencia del mas apto, surge de la extensa adaptabilidad
genética de los patdogenos bacterianos, desencadenando respuestas especificas
que conducen a adaptaciones mutacionales, adquisicion de material genético
o alteraciones en la expresion génica, otorgando asi resistencia a casi todos
los antibidticos clinicamente disponibles. En consecuencia, comprender los
fundamentos bioquimicos y genéticos de la resistencia se vuelve fundamental para
idear estrategias que limiten su aparicion y propagacion, al mismo tiempo que
se innovan enfoques terapéuticos contra organismos multirresistentes (MUNITA
y ARIAS, 2016).

La ABR se define por la capacidad de las bacterias para contrarrestar o
evitar los efectos de los antibidticos, lo que conlleva a una disminucion de su
susceptibilidad o a la total resistencia frente a su accion. Esta resistencia impacta
de manera notable en la dindmica hospitalaria y en el personal médico y de
laboratorio, constituyendo un desafio crucial en el ambito de la atencion médica.
Las infecciones bacterianas que muestran resistencia a los antibioticos prolongan
las estadias hospitalarias, lo que genera costos directos significativos y ejerce
una presion econoémica considerable (ZHANG y CHENG, 2022). Esta problematica
impulsa al personal médico y de laboratorio a buscar ajustes estratégicos con el fin
de abordar esta compleja situacion y preservar la efectividad de los tratamientos
antibacterianos en los entornos hospitalarios.

La resistencia a los antimicrobianos es tan predecible que casi puede
considerarse segura. En los tltimos 25 afios, el surgimiento de una resistencia
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extrema en bacterias ha convertido esta situacion en un problema critico de
supervivencia, segun estimaciones de los CDC de EE. UU., de 2 millones
de pacientes infectados, se prevé que 23.000 fallezcan a causa de infecciones
bacterianas resistentes a los antimicrobianos, asimismo, los CDC han identificado
y catalogado a 18 patdogenos multidrogorresistentes (MDR) como amenazas
serias, urgentes y preocupantes. Esto destaca la gravedad de la resistencia a
los antimicrobianos en el ambito de enfermedades infecciosas, incluyendo las
infecciones del tracto gastrointestinal.

Las infecciones por patégenos que causan diarrea pueden derivar de
infecciones potentes del tracto gastrointestinal (ZHANG y CHENG, 2022), entre
estas bacterias alarmantes se encuentran la Salmonella no tifoidea resistente
a medicamentos, las Enterobacteriaceae con betalactamasas de espectro
extendido (BLEE), las Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos y la
Shigella resistente a fArmacos, todos ellos identificados como patégenos MDR
urgentes por los CDC. Ademas, se ha registrado que la Sa/monella no tifoidea
muestra resistencia a los antibioticos ampicilina y fluoroquinolona para tratar
la diarrea. Asimismo, se ha observado que Campylobacter sp. ha desarrollado
resistencia recientemente a antibidticos importantes, incluyendo ciprofloxacino,
ampicilina y eritromicina, tetraciclina y trimetoprim-sulfametoxazol. Ademas,
se informa que las Enterobacteriaceae productoras de BLEE son resistentes a
varios antibidticos, incluyendo cefalosporinas de tercera generacion, penicilina
y sus derivados, inhibidores de la via del folato y fluoroquinolonas (ZHANG y
CHENG, 2022). Estos datos resaltan la emergencia de la amenaza de la resistencia
antimicrobiana en casos de infecciones del tracto gastrointestinal.

5.2. BASES GENETICAS DE LA RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

La capacidad de adaptacion genética de las bacterias les brinda la habilidad
de enfrentar diversas amenazas ambientales, incluyendo la exposicion a
compuestos antibioticos que representan un riesgo para su supervivencia.
Aquellas bacterias que comparten su entorno con organismos productores de
antimicrobianos han desarrollado estrategias ancestrales para contrarrestar
el impacto de estos compuestos perjudiciales, permitiéndoles sobrevivir y
prosperar en presencia de estos agentes (ZHANG y CHENG, 2022). En términos
evolutivos, las bacterias emplean dos estrategias genéticas fundamentales para
adaptarse a la presion ejercida por los antibioticos: i) la ocurrencia de mutaciones
en genes que suelen estar relacionados con la forma en que el compuesto actua,
y ii) la incorporacion de material genético externo que contiene los elementos
responsables de la resistencia, a través de lo que se conoce como transferencia
horizontal de genes (THG).
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5.2.1.  MUTACION EN GENES RELACIONADOS CON LA RESISTENCIA

En este escenario, un grupo de células bacterianas, derivadas de una poblacion
inicialmente susceptible a un antibidtico, experimenta mutaciones en genes
especificos que alteran la eficacia del farmaco, estas mutaciones permiten que
estas células sobrevivan y se reproduzcan en presencia del agente antimicrobiano.

Una vez que aparece un mutante resistente, el antibiotico tiene la capacidad
de eliminar la mayor parte, o incluso la totalidad, de la poblacion originalmente
susceptible, dejando que las bacterias resistentes se multipliquen y prevalezcan
(ZHANG y CHENG, 2022) (figura 37). Es importante destacar que muchas veces,
los cambios genéticos que llevan a la resistencia pueden ser desventajosos para
la bacteria en términos de su capacidad general para funcionar adecuadamente,
es decir, disminuyen la aptitud o la capacidad de supervivencia.

En circunstancias normales, estos cambios genéticos desfavorables no se
mantendrian dentro de la poblacion bacteriana, pero, en presencia del antibidtico,
que ejerce presion selectiva, las bacterias que han adquirido resistencia tienen
una ventaja de supervivencia y se vuelven predominantes (DAVIES y DAVIES,
2010; ZHANG y CHENG, 2022). Esto destaca el hecho de que las mutaciones que
conducen a la resistencia a menudo solo se mantienen y se propagan en presencia
del antibidtico, ya que son costosas para la funcion celular en condiciones
normales. En general, las mutaciones que resultan en resistencia antimicrobiana
alteran la accion del antibiotico mediante los mecanismos que se describen en
la figura 37.

La resistencia a los antimicrobianos puede originarse por diversas razones,
como alteraciones en el objetivo del farmaco (lo que reduce su efectividad),
una menor absorcion del medicamento, la activacion de mecanismos para
expulsar la molécula dafiina, o incluso modificaciones en las vias metabdlicas
fundamentales mediante la regulacion de redes especificas, por tanto, la re-
sistencia derivada de mutaciones adquiridas se presenta de manera variada y
con distintos niveles de complejidad.
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Figura 37. Efecto de las mutaciones en genes relacionados con la resistencia
bacteriana
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Nota. Las mutaciones en bacterias pueden disminuir la efectividad de los antibioticos
mediante reduccion de afinidad, menor absorcion, expulsion activa y alteraciones
metabolicas que favorecen la resistencia.

5.2.2.  TRANSFERENCIA DE GENES

Cuando las mutaciones ofrecen una ventaja evolutiva, pueden desarrollarse y
llegar a predominar mediante la transmision horizontal o vertical de genes. Con
la gran cantidad de bacterias y su rdpida tasa de reproduccion, las mutaciones
genéticas tienden a ocurrir con una alta frecuencia, lo que permite que las bacterias
adquieran rapidamente resistencia a los medicamentos a través de la evolucion
de la poblacion y la transferencia horizontal de genes (THG). La transmision
vertical de genes se refiere a la transferencia de genes de una generacion a la
siguiente, generalmente de padres a descendientes directos, como ocurre en
la reproduccion sexual entre organismos. Este tipo de transferencia implica la
herencia de genes a través de la linea germinal, lo que significa que los genes se
transmiten de padres a hijos y contintan a lo largo de generaciones sucesivas.

Clasicamente, las bacterias adquieren material genético externo a través de
tres estrategias principales: a) transformacion (incorporacion de ADN desnudo),
b) transduccion (mediada por fagos) y c¢) conjugacion (sexo bacteriano). La
transformacion es quizas el tipo mas simple de THG, pero solo unas pocas
especies bacterianas clinicamente relevantes son capaces de incorporar
naturalmente ADN desnudo para desarrollar resistencia (figura 38).
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Figura 38. Mecanismos de transferencia de genes en resistencia bacteriana
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Nota. Laimagen muestra dos tipos de transmision de genes en bacterias: transmision
vertical, donde los genes pasan de una célula madre a sus descendientes, y transmision
horizontal, donde los genes se transfieren entre bacterias mediante procesos como
conjugacion, transformacion o transduccion.

En entornos hospitalarios, la aparicion de resistencia a menudo implica la
conjugacion, un proceso altamente efectivo para transferir genes mediante el
contacto directo entre células. Esta transferencia ocurre a tasas significativas
en el tracto gastrointestinal de pacientes que reciben tratamiento antibiotico. La
conjugacion emplea generalmente EGM para intercambiar informacion genética
valiosa, aunque también se ha observado la transferencia directa de cromosoma
a cromosoma. Entre los EGM mas relevantes se encuentran los plasmidos y los
transposones, ambos cruciales en la propagacion y desarrollo de la resistencia
antimicrobiana en organismos clinicamente relevantes.

Un mecanismo especialmente eficiente para la acumulacion de ARG en el
tracto gastrointestinal humano se asocia con los integrones. Estos sistemas de
recombinacion especificos tienen la capacidad de integrar segmentos de genes
moviles en forma de casetes de genes, los integrones proporcionan un método
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eficaz y sencillo para agregar nuevos genes a los cromosomas bacterianos, junto
con el equipamiento necesario para garantizar su expresion.

5.3. TIPOS DE RESISTENCIA BACTERIANA

Existen varios mecanismos propuestos para explicar el desarrollo de la
resistencia bacteriana a los antimicrobianos. Estos mecanismos abarcan
caracteristicas intrinsecas de la bacteria, aquellas adquiridas a lo largo del
tiempo y aquellas que son adaptativas en respuesta a la presion antimicrobiana
(WaskITO et al., 2022).

5.3.1.  INTRINSECAS

Se define como la capacidad innata de las bacterias para resistir antibioticos
especificos y no esta asociada con condiciones desfavorables relacionadas con
la exposicion a antibidticos. Esta resistencia estd determinada por caracteristicas
genéticas o estructurales especificas de las bacterias que les permiten sobrevivir
a la accion de ciertos antibioticos (MUNITA y ARIAS., 2016). Por ejemplo,
las Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gramnegativa conocida por su
resistencia intrinseca a una amplia gama de antibidticos. Esta capacidad de
resistencia se debe a su membrana externa impermeable, la presencia de bombas
de eflujo que expulsan los antibidticos de la célula y la produccion de enzimas
que degradan ciertos fArmacos (PANG et al., 2019). Por otro lado, Enterococcus
faecium, una bacteria grampositiva, exhibe resistencia intrinseca a la vancomicina,
un antibiodtico crucial en el tratamiento de infecciones por estafilococos y otras
bacterias grampositivas (KHAN et al., 2022).

Esta resistencia se vincula a cambios en la composicion de la pared celular que
obstaculizan el efecto del medicamento. Asimismo, Mycobacterium tuberculosis,
agente causante de la tuberculosis, presenta resistencia intrinseca a la isoniacida,
uno de los tratamientos fundamentales contra esta enfermedad (NIMMO ef al.,
2022). Esta resistencia puede estar asociada a mutaciones en genes especificos
que afectan la efectividad del firmaco dentro de la célula bacteriana.

5.3.2.  ADQUIRIDAS

La resistencia bacteriana abarca una serie de aspectos adquiridos por las
bacterias que han llevado a la emergencia y propagacion de cepas resistentes a
los antibioticos. Estos aspectos, que abarcan desde mutaciones genéticas hasta
la transferencia de material genético y el impacto del entorno, desempefian
un papel fundamental en la capacidad de las bacterias para evadir los efectos
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de los tratamientos antimicrobianos. Explorar estos aspectos adquiridos de la
resistencia bacteriana no solo amplia el entendimiento de este fendmeno, sino
que también resalta la necesidad imperativa de estrategias integrales y accio-
nes preventivas para enfrentar este desafio creciente en la medicina moderna
(ZHANG y CHENG, 2022).

Su abordaje implica un enfoque completo: uso responsable de antibioticos, desa-
rrollo de nuevos farmacos, promocion de medidas preventivas e informacion sobre
su uso adecuado en medicina humana y veterinaria. Es el proceso mediante el cual
las bacterias adquieren y desarrollan la capacidad de resistir a los efectos de los anti-
bidticos a los que anteriormente eran susceptibles, se describe como el resultado de
mutaciones cromosomicas o la adquisicion de genes a través de elementos genéticos
moviles (EGM) mediante transferencia horizontal de genes (MUNITA y ARIAS, 2016).

5.3.3.  ADAPTATIVAS

Laresistencia adaptativa se refiere a la capacidad que tienen algunas bacterias
para desarrollar resistencia a los antibioticos a través de mecanismos especificos
en respuesta a la exposicion prolongada a estos farmacos. Estos mecanismos
adaptativos pueden incluir cambios genéticos o la activacion de ciertos sistemas
de defensa de la bacteria. A lo largo de extensos periodos de evolucion, las
bacterias han refinado estrategias sofisticadas para enfrentar desafios ambientales
y presiones, lo que les ha permitido sobrevivir en entornos hostiles, incluyendo
el cuerpo humano. Estas bacterias compiten activamente por nutrientes y se
defienden de moléculas producidas por otros organismos rivales para asegurar
una ventaja en su entorno (ZHANG Y CHENG, 2022).

En el contexto de un huésped especifico, las bacterias enfrentan ataques constan-
tes por parte del sistema inmunitario. Para colonizar nichos biologicos particulares,
es esencial que estas bacterias se adapten y respondan eficazmente a tales desafios
estresantes, por lo tanto, los patdgenos bacterianos han desarrollado mecanismos alta-
mente refinados para evitar alteraciones en procesos celulares cruciales, tales como la
sintesis de la pared celular y la estabilidad de la membrana (MUNITA y ARIas, 2016).

El desarrollo de resistencia a multiples antibidticos tras una prolongada
exposicion en entornos hospitalarios, como ocurre con Pseudomonas aeruginosa,
representa un desafio en su tratamiento (PANG ef al., 2019). A su vez, bacterias
como E. Coli emplean sistemas de bombeo que expulsan los antibidticos,
mermando con el tiempo la eficacia de los tratamientos (PATIL et al., 2019),
ademas, bacterias como Staphylococcus aureus desarrollan mutaciones genéticas
para contrarrestar o eludir los efectos de los antibidticos, otorgandoles una ventaja
adaptativa ante estos farmacos (MLYNARCZY et al., 2022). Estos procesos de
resistencia adaptativa ilustran la complejidad y la evolucion bacteriana en la
lucha contra los tratamientos antimicrobianos.
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54. MECANISMOS RELACIONADOS CON LA RESISTENCIA BACTERIANA

Las bacterias patogenas poseen genes de virulencia que les confieren la
capacidad de causar dafo en un huésped vulnerable. La propagacion de esta
virulencia entre distintas especies bacterianas, a través de la transferencia
horizontal de genes, influye en la evolucion de nuevos patogenos emergentes
(PATIL ef al., 2019). A lo largo de millones de afios de evolucion, las bacterias
han desarrollado complejos mecanismos de resistencia a los medicamentos para
evitar ser erradicadas por moléculas antimicrobianas.

Es crucial destacar que la resistencia a una categoria de antimicrobianos suele
alcanzarse mediante diversas vias bioquimicas, y una c€lula bacteriana puede
utilizar varios mecanismos de resistencia para sobrevivir a los efectos de un
antibiotico. En este nuevo escenario, comprender los principales mecanismos
de resistencia antibacteriana resulta fundamental (figura 39).

Figura 39. Mecanismos de resistencia bacteriana
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Nota. Se describen los mecanismos de resistencia bacteriana, como modificacion de
objetivos, reduccion de permeabilidad, bombas de expulsion, inactivacion enzimatica de
antibioticos, proteccion de objetivos, cambios morfologicos, biofilm y autorreparacion,
que permiten a las bacterias evadir los antibidticos.
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Frente a la accion de los antibidticos, los mecanismos relacionados han
evolucionado continuamente en las bacterias para resistirlos. Ademads, se han
descubierto nuevos mecanismos de resistencia a los antibioticos en las bacterias,
que involucran el ingreso al estado de dormancia, la secrecion de proteinas que
protegen el objetivo y la regulacion del metabolismo y la iniciacion de sistemas
de autorreparacion, que en conjunto constituyen el sistema de defensa bacteriana
contra los antibidticos (ZHANG y CHENG, 2022), a continuacion, se describiran
algunos de los mecanismos mas estudiados en la resistencia bacteriana.

5.4.1.  MODIFICACION DEL OBJETIVO O MUTACION

Para que los antibidticos puedan ejercer su efecto antibacteriano, necesitan
interactuar con sitios especificos de accion dentro de las bacterias. Cuando
ocurre una mutacion o modificacion en estos sitios de accion, interfiere con la
union normal entre el antibidtico y su objetivo, lo que afecta la efectividad del
antibiodtico, esta alteracion en el sitio de accion puede hacer que el antibidtico
sea menos eficaz o incluso completamente ineficaz contra la bacteria objetivo,
lo que puede contribuir al desarrollo de resistencia bacteriana.

La frecuencia de mutaciones espontaneas que llevan a la resistencia a los
antibiodticos se sita generalmente en un rango alrededor de 10® a 10”. Esto
implica que aproximadamente una bacteria de cada 10® a 10° desarrollara
resistencia debido a una mutacion (ZHANG y CHENG, 2022). Estas mutaciones
ocurren de manera aleatoria durante la replicacion del ADN y, en su mayoria,
son desfavorables o perjudiciales para las bacterias huésped. Como resultado,
muchas de estas mutaciones no se heredan ni se propagan a nivel celular o de
poblacion, ya que no brindan ventajas de supervivencia a las bacterias (tabla 31),
sin embargo, aquellas mutaciones que confieren una ventaja adaptativa, como
la resistencia a los antibidticos, pueden ser seleccionadas y perpetuarse en la
poblacion bacteriana (DAvIES y Davigs, 2010; ZHANG y CHENG, 2022).
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Tabla 31. Ejemplos de bacterias con uno de sus mecanismos de resistencia a los
antibidticos causadas por mutaciones

Gen/
mecanismo
de
resistencia

Bacteria/Gen Antibiotico

Descripcion de la
mutacion

Referencia

Mycobacterium  Rifampicina Gen rpoB y re-

tuberculosis (RFP) gién determinan-
(MTB) te de resistencia
a la rifampicina

(RRDR)

La resistencia a RFP
se atribuye principal-
mente a mutaciones
en el gen rpoB, espe-
cialmente en la region
de 81 bases (posicion
507-533) conocida
como RRDR. Algu-
nos expertos sugieren
que la mutacion de la
secuencia externa de
RRDR también influye
en la resistencia.

NiMmo et al.,
2022)

Staphylococcus ~ Meticilina 'y  Modificacion

aureus (MRSA)  B-lactamicos de PBPs y ad-
quisicion de
gen mecA

La resistencia de
MRSA a la meticilina
se debe a la adquisicion
de mecA, un gen exter-
no que codifica PBP2a
con baja afinidad por
B-lactamicos, lo que
vuelve ineficaces a es-
tos antibidticos. Esta
alteracion estructural de
PBPs también afecta la
eficacia de antibidticos
B-lactamicos.

(MLYNARCZY
etal.,222)

Asi mismo se han descrito varias bacterias que presentan resistencia a
antibidticos como la vancomicina, macroélidos, lincosamidas y antibidticos
estreptavidina debido a mutaciones que modifican el sitio de accion, la
alteracion provoca cambios en la afinidad entre los antibidticos y sus objetivos,
desencadenando resistencia bacteriana, fendmeno que se ha observado en la
interaccion de estos antibidticos con sus blancos moleculares, mostrando una
reduccion en su efectividad debido a adaptaciones que permiten a las bacterias

resistir su accion.
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5.4.2.  REDUCCION DE LA PERMEABILIDAD

Después de la exposicion a antibiodticos, la resistencia adquirida a los medi-
camentos puede ser provocada por cambios en las propiedades y la cantidad de
porinas para reducir la permeabilidad de la membrana de las bacterias. Normal-
mente, las proteinas de canal de la membrana externa de las bacterias constituyen
canales transmembrana no especificos con OmpF y OmpC, permitiendo que los
antibidticos y otras moléculas farmacologicas ingresen a las bacterias (PATIL
et al., 2019). Sin embargo, cuando las bacterias estan expuestas repetidamente
a antibioticos, se inducirdn mutaciones en el gen estructural que codifica la
proteina OmpF, lo que resulta en la reduccion o pérdida de la proteina de canal
OmpkF, impidiendo asi que los antibidticos como los B-lactamicos o quinolonas
ingresen normalmente a las bacterias. En la tabla 32 destaca algunos ejemplos de
mecanismos en bacterias y los antibioticos a los que han desarrollado resistencia.

Tabla 32. Mecanismos en bacterias y los antibioticos a los que han desarrollado
resistencia

Bacteria Antibiotico Mecanismo de resistencia  Referencias

Mutaciones en el gen estruc-
tural que codifica la proteina
OmpF, impidiendo la entrada
normal de antibioticos a las
bacterias.

(PaTIL et al.,
2019)

Neisseria Penicilinay otros
gonorrhoeae antibioticos

Mutaciones en el gen relacio-

nado con OmpF, reduciendo (PATIL ef al.,
la entrada de fluoroquinolo- 2019)

nas a las bacterias.

Escherichia coli  Fluoroquinolonas

Desarrollo de resistencia a
Streptococcus - los macrolidos, afectando la  (MLYNARCZY et
. Macrolidos . .
pneumoniae eficacia de los tratamientos al., 2022)
tradicionales.

Las bacterias Grampositivas carecen de membrana externa para restringir la
entrada de farmacos, y la membrana externa de las micobacterias esta equipada
con alto contenido de lipidos, lo que facilita la entrada de farmacos hidrofobicos
(como rifampicina y fluoroquinolonas), al tiempo que limita la entrada de
farmacos hidrofilicos (PATIL et al., 2019). También se ha reportado que la mayoria
de las cepas con mayor resistencia a los lactamicos presentan mutaciones en el
gen relacionado con OmpF, la proteina del canal de la membrana.
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Muchos de los antibidticos empleados en la medicina tienen dianas especificas
en el interior bacteriano, algunas de las cuales residen dentro de la célula o, en
el caso de bacterias gramnegativas, se localizan en la membrana citopldsmica,
también llamada membrana interna. Por lo tanto, para ejercer su accion
antimicrobiana, el compuesto debe penetrar la membrana externa o citoplasmica
(REYGAERT, 2018). Las bacterias han desarrollado mecanismos para evitar que el
antibidtico alcance su objetivo dentro de la célula o en el espacio periplasmico,
reduciendo la absorcion de la molécula antimicrobiana. Este proceso cobra una
importancia particular en las bacterias gramnegativas, donde se limita la entrada
de sustancias desde el entorno.

En las bacterias Gramnegativas, la pared celular esta compuesta principalmente
por proteinas y lipopolisacéridos, en los cuales los compuestos hidrofilicos son
dificiles de atravesar a través de la bicapa lipidica y deben ser facilitados por
canales de porinas o proteinas porinas de la membrana externa (Omps) (PATIL
et al., 2019). Cada tipo de bacteria produce porinas especificas (por ejemplo,
OmpF, OmpC y OmpE) y la eliminacion o dafio de una o mas Omps es una de
las fuentes de resistencia bacteriana. Por ejemplo, la pérdida de la porina OprD
en la membrana externa de la célula provoca la ineficiencia o debilidad contra
P. aeruginosa para muchos antibioticos de amplio espectro, con los cuales los
farmacos antibacterianos no pueden ingresar a la célula, lo que lleva a una
resistencia natural a los antibioticos (PATIL ef al., 2019).

5.4.3.  PREVENCION DE LA LLEGADA DEL ANTIBIOTICO AL OBJETIVO (EFFLUX
Pumps)

Otro mecanismo para impedir la llegada del antibidtico y que resultan en
resistencia antimicrobiana, son las bombas de eflujo que hacen referencia a
la produccion de complejas maquinarias bacterianas capaces de expulsar un
compuesto toxico fuera de la célula. La descripcion de un sistema de eflujo
capaz de bombear tetraciclina fuera del citoplasma de E. coli data de principios
de la década de 1980 y fue uno de los primeros en ser descritos, desde entonces,
se han caracterizado muchas clases de bombas de eflujo tanto en patdogenos
gramnegativos como grampositivos (ZHANG y CHENG, 2022).

Dependiendo del desafio del antibidtico o la toxina, el eflujo puede actuar como
el mecanismo de resistencia mas rapido y efectivo en el repertorio bacteriano de
respuestas al estrés. El sistema de bomba de eflujo bacteriano, que ha evolucionado
en las bacterias, es un mecanismo de autoproteccion para evitar la acumulacion
de compuestos toxicos en las células, y puede expulsar estas moléculas dafiinas
fuera de las bacterias (figura 38). Las bombas de eflujo bacterianas (Eps), ubicadas
en la membrana plasmatica de las bacterias, actian como transportadores para
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expulsar activamente varios sustratos del citoplasma (ZHANG y CHENG, 2022).
En la tabla 33 se resumen las diferentes familias de transportadores de e-flujo,
sus roles en la expulsion de compuestos.

Tabla 33. Familias de transportadores de e-flujo

Familia de

transportadores de flujo Descripcion Referencia

RND (resistenciaalanodula- Cruciales en bacterias, implicadas
cion y division celular) en el eflujo de varios sustratos.

MFS (superfamilia de Importantes en el transporte de (ZHANG y CHENG,
facilitadores principales) una amplia gama de moléculas. 2022).

MATE (extrusiéon de com- Implicadas en la expulsion de (REYGAERt, 2018)
puestos multidrogas y t6- compuestos multidrogas y toxicos. (ZHaNG y CHENG,

Xicos) 2022).
SMR (resistencia a multiples ~ Relacionadas con la resistencia a  (Rgygaerr, 2018)
drogas pequenas) pequeias drogas y compuestos.
ABC (unio6n a ATP) Transportadores activos primarios,
eliminan sustratos mediante ener-
gia de ATP.

Muchos sistemas de eflujo activo son inespecificos, lo que lleva a la resistencia
a multiples farmacos. Por ejemplo, el sistema de eflujo activo (AcrAB-TolC) de
E. coli puede provocar resistencia a tetraciclinas, florfenicol, eritromicina, enro-
floxacina, entre otros (REYGAERT, 2018). Se han identificado multiples familias de
bombas de eflujo en una cepa de bacterias, con multiples miembros involucrados
en cada familia. Por ejemplo, se ha descubierto que las enterobacterias contienen
la familia de eflujo RND, la familia de eflujo MFS y la familia de eflujo ABC.
La familia de eflujo RND involucra sistemas de eflujo AcrAB-TolC y OgqxA-
Ba-TolC, con la capacidad de eliminar una variedad de antibidticos (ZHANG y
CHENG, 2022).

5.4.4.  MODIFICACIONES DE LA MOLECULA ANTIMICROBIANA HIDROLASAS
ENZIMAS INACTIVADORAS

Una de las estrategias bacterianas mas exitosas para luchar con la presencia
de antibidticos es producir enzimas que inactivan el farmaco al afadir grupos
quimicos especificos al compuesto o que destruyen la propia molécula, haciendo
que el antibidtico no pueda interactuar con su objetivo.
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Las enzimas inactivadoras producidas por las bacterias, como las hidrolasas
o enzimas inactivadoras de antibidticos, pueden hidrolizar o modificar los
antibidticos que ingresan a la célula para inactivarlos antes de llegar al sitio
objetivo (figura 38). En las bacterias existen numerosas enzimas de modificacion
de aminoglicosidos, como la N-acetiltransferasa, la O-fosfotransferasa y la
O-adenosiltransferasa, que respectivamente acetilan, fosforilan o adenilan
antibioticos aminoglicosidos para alterar su estructura. Las enzimas inactivadoras
producidas por las bacterias principalmente involucran enzimas-lactamasas,
enzimas inactivadoras de aminoglicdsidos, cloramfenicol acetiltransferasa, etc.
En la tabla 34 se muestran las principales enzimas que inactivan el firmaco y
se describe los diferentes mecanismos de resistencia bacteriana.

Tabla 34. Modificaciones de la molécula antimicrobiana enzimas que inactivan

Mecanismo de
Resistencia

hidrolasas

Descripcion

Referencia

B-lactamasas

Las p-lactamasas pueden unirse covalentemente
al antibiotico B-lactamico, alterando su estruc-
tura y degradandolo antes de llegar al objetivo.
También pueden unirse rapidamente y de manera
firme a estos antibioticos mediante la no hidro-
lisis, evitando su unién al sitio objetivo. Existen
hasta ocho tipos de B-lactamasas, cada una capaz
de hidrolizar anillos -lactamicos especificos.

(PATIL et al., 2019)

Carbapenemasas
y BLEE

Las bacterias de Enterobacteriaceae pueden
producir enzimas que hidrolizan los antibio-
ticos carbapenémicos, llamadas Enterobac-
teriaceae productoras de carbapenemasas
(CPE). Las BLEE pueden destruir la mayoria
de los antibidticos B-lactamicos, pero no los
carbapenémicos, y son comunes en bacterias
como E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa,
A. baumannii, entre otras.

PINTOS-PASCUAL et
al., 2020)

Inactivacion de
rifampicina

La rifampicina, utilizada para tratar tuberculo-
sis y lepra, ve su actividad inhibida por enzimas
dependientes de NAD en las bacterias. Estas en-
zimas transfieren una molécula de ADP-ribosilo
a la estructura de la rifampicina, inactivandola.

(ZHANG y CHENG),
2022)

Cloramfenicol
Acetiltransferasas
(CAT)

Las CAT transfieren grupos acetilo de la acetil-CoA
a la cloramfenicol, impidiendo su union a los ribo-
somas y generando resistencia a este antibidtico.

(REYGAERT, 2018)
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Genes como Inu (A) a Inu (F) y linAN2,
identificados en bacterias como S. aureus, (ZHANG y CHENG)
Genes de Enterococcus faecium, M. tuberculosis, E. y >
. : . . . 2022)
resistencia a coli, Salmonella spp. y otros, inactivan la
aminoglicésidos  lincomicina mediante nucleotidiltransferasa.

5.4.5. ALTERACION METABOLICA O AUXOTROFIA

Se ha observado que las mutaciones en genes metabolicos, como el gen
sucA, pueden inducir resistencia a los antibioticos al reducir la respiracion
basal y bloquear la toxicidad metabdlica de los antibidticos. Los auxdtrofos,
que carecen de vias metabolicas esenciales, dependen constantemente de la
disponibilidad extracelular de compuestos vitales. Las sulfonamidas interfieren
con el metabolismo del folato, esencial para la sintesis de acidos nucleicos, y las
bacterias contrarrestan esto aumentando su metabolismo o adquiriendo acido
folico externamente. Investigaciones recientes han mostrado que la auxotrofia
permite a las bacterias ganar tolerancia a los antibidticos al aumentar las
interacciones metabolicas y reducir la sensibilidad a los fArmacos, incluso en
niveles inhibitorios mas altos (WILSON ef al., 2020).

5.4.6.  LAS PROTEINAS PROTECTORAS DEL OBJETIVO (TPP, POR SUS SIGLAS EN
INGLES)

Algunas proteinas sintéticas bacterianas, conocidas como las 7arget Protective
Proteins (TPP), protege ciertos blancos de los antibioticos, anulando sus efectos
bacteriostaticos. El equipo de Daniel N. Wilson divide la proteccion del blanco
en tres tipos segiin el modo de accion. En el itpo 1, las proteinas TRPPs de
tetraciclina revierten la estructura distorsionada del ribosoma, interfiriendo
directamente con la interaccion de la tetraciclina y el ribosoma. En el tipo II,
proteinas ABC-F resistentes a antibioticos alteran la conformacion del blanco,
removiendo indirectamente los antibi6ticos. En el tipo 111, proteinas de proteccion
del blanco inducen cambios para que el blanco funcione aun estando unido a los
antibioticos (SHARKEY et al., 2016). Ejemplos recientes incluyen la resistencia al
acido fusidico por proteinas FusB, las cuales se unen al factor de elongacion G
y lo expulsan de los ribosomas, permitiendo separar el acido fusidico.’

5.4.7.  SISTEMAS DE AUTORREPARACION

El operén de resistencia a multiples antibidticos de bacterias entéricas
desempeiia un papel clave en la manipulacion de la reparacion del ADN y el
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mantenimiento de la integridad de la membrana, fortaleciendo asi la resistencia
a diversos antibioticos. El locus RAM en E. Colise identifica como crucial para
resistir farmacos como tetraciclinas, quinolonas y B-lactdmicos. La familia de
proteinas de resistencia multiple a antibidticos (Mar) regula activamente el eflujo
de antibioticos y otros procesos fisiologicos, con MarR controlando negativamente
la expresion de genes de resistencia. Factores como MarA y MarR aumentan la
resistencia al modular la expresion de bombas de eflujo y porinas. Investigaciones
recientes muestran que MarA impulsa la expresion de genes para reparar el ADN,
reduciendo el dafio causado por antibidticos y quinolonas. Esta activacion de la
autorreparacion disminuye la entrada de antibi6ticos en las células, lo que permite
a las bacterias tolerar mejor estos fArmacos, aunque no elimina por completo su
efecto bacteriostatico.

5.4.8. CAMBIOS EN LA MORFOLOGIA CELULAR

Elmecanismo de resistencia antibidtica se adapta mediante una retroalimentacion
entre el crecimiento y la morfologia celular, afectando la eficiencia de absorcion
de los antibioticos al modificar el area corporal relativa. El aumento del volumen
celular diluye los antibioticos dentro de las bacterias, mientras que cambios en
la forma reducen la relacion volumen-superficie, disminuyendo la entrada de
antibioticos. Estudios recientes en C. crescentus revelaron que las células pueden
recuperar su crecimiento después de la exposicion a antibidticos, acompanado de
transformaciones morfoldgicas, manteniendo sus paredes celulares intactas, pero
estirandose hasta adoptar una forma en “C”. Este cambio permite a las bacterias
reducir el tiempo de respuesta a los antibidticos, aumentando su tolerancia
(MickiEwICZ et al., 2020), hay evidencia de que esta metamorfosis celular es
una estrategia de adaptacion que les permite sobrevivir y recuperarse del impacto
de los antibioticos, facilitando su rapido crecimiento posterior a la exposicion.

5.4.9.  PROTECCION DEL BIOFILM

En el entorno real, las bacterias forman comunidades biofilmaticas que
protegen conjuntamente contra los antibidticos. Estos biofilms son esenciales
para la supervivencia bacteriana, actuando como una defensa al formar barreras
fisicas que limitan la penetracion de antibioticos (HoiBy et al., 2010). Esta forma
de supervivencia bacteriana se desarrolla al adherirse a superficies inertes y
se caracteriza por una matriz polimérica propia. Los biofilms proporcionan
una defensa crucial contra amenazas externas y agentes toxicos, incluyendo
antimicrobianos, siendo fundamentales en medicina e investigacion ambiental.
El proceso de formacion de biofilms abarca etapas de adhesion, maduracion y
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dispersion celular, donde la produccion de sustancias poliméricas extracelulares
(EPS), como polisacéridos, proteinas y ADN extracelular, constituye la estructura
del biofilm maduro (figura 40).

Figura 40. Anatomia de los biofilms: adhesion, maduracion y dispersion celular en
la produccion de EPS
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Nota. La imagen muestra la formacion de un biofilm: adhesion, maduracion y
dispersion. Durante estas fases, las bacterias intercambian material genético, facilitando
la propagacion de genes de resistencia y adaptacion.

En los biofilms, las diferencias de nutrientes y oxigeno generan zonas con
menor actividad metabolica, promoviendo células persistentes y mayor tolerancia
a los antibidticos. Los biofilms ajustan la expresion de genes ya resistentes y,
cuando son de multiples especies, fortalecen la cohesion, modifican la estructura
espacial y potencian mecanismos de resistencia (BOTTERY ef al., 2021). Estos
biofilms pueden adoptar estrategias como la resistencia y tolerancia colectiva, y la
proteccion de células sensibles, actuando como una primera linea de defensa para
resistir y desarrollar resistencia a los antibidticos. Estos mecanismos incluyen la
interaccion para mejorar la capacidad de resistir los antibioticos, alterar estados
celulares para reducir la muerte celular sin aumentar la concentracion inhibitoria
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minima (CIM), y proteger a células sensibles reduciendo la concentracion efectiva
de antibidticos. En conjunto, las comunidades bacterianas pueden sobrevivir
a la exposicion a antibidticos gracias a estas interacciones entre especies. La
tabla 35 resume los principales mecanismos de supervivencia de comunidades
bacterianas ante antibioticos.

Tabla 35. Mecanismos de supervivencia de comunidades bacterianas ante

antibioticos
Mecanismo Descripcion Referencia
. . . La interaccion dentro de la comunidad mejora
Resistencia colectiva . . . _
. la capacidad de resistencia y crecimiento de la
a farmacos

comunidad bacteriana, elevando la CIM.

Interacciones dentro de la comunidad altera

estados celulares para ralentizar el metabolismo, (VEGAYy GORE.,
reduciendo la tasa de muerte celular sin aumentar  2014).

la CIM.

Tolerancia colectiva

Reduce la concentracion efectiva de antibidticos
para proteger a miembros sensibles en la
comunidad.

Proteccion de con-
tacto

Los biofilms pueden ser de dos tipos principales: monoespecie y mixtos. Los
monoespecie consisten en una sola especie bacteriana que forma y sostiene la
estructura del biofilm. Estudiar estos biofilms permite entender como una especie
se organiza en comunidades adheridas a superficies, brindando informacion
detallada sobre sus propiedades y respuestas ante estimulos externos (BOTTERY
et al.,2021). Por otro lado, los mixtos son estructuras complejas conformadas por
multiples especies bacterianas que interactuan entre si. En estos, las diferentes
especies pueden influirse mutuamente, alterando la resistencia a antibidticos,
la proteccion ante agentes externos y la estructura misma del biofilm. Estas
interacciones afectan su dindmica, su capacidad de colonizacion y la respuesta
a tratamientos antimicrobianos (tabla 36).
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Tabla 36. Ejemplos de mecanismos de supervivencia de comunidades bacterianas
frente a antibioticos

Mecanismos de
supervivencia ante Comunidades bacterianas Referencia
antibioticos

Transformacidon metabodlica de S.
aureus por P. aeruginosa, inhibicion del
crecimiento de S. aureus y proteccion
contra vancomicina.

Biofilm mixto

: (BEAUDOIN et al.,
Aumento de tolerancia de P. aeruginosa  2017)

a tobramicina inducido por S. aureus

Biofilm mixto mediante agregacion y alteracion de
la estructura del biofilm en sistema
modelo CF.

Induccion de bomba de eflujo de (MoLINA-Santiago et
multidrogas dependiente de indol en P ;50 4)
putida por sefales de E. coli (indol).

La transduccion de se-
fiales interespecificas

S. maltophilia altera la estructura del

Sefializacion y resis- biofilm de P. aeruginosa, estimula la

tencia conjunta sintesis de proteinas y proporciona (RyaNetal.,2008)
resistencia a péptidos antimicrobianos
cationicos como la polimixina

Las bacterias Grampositivas y Gramnegativas pueden formar biofilms en
diversos entornos, desde dispositivos médicos hasta heridas quirurgicas y dientes.
Especies como S. aureus, S. epidermidis y P. aeruginosa son responsables de
un gran porcentaje de infecciones relacionadas con dispositivos médicos. La
resistencia a los antibidticos en los biofilms se debe a varios factores: la lenta
o incompleta penetracion del farmaco en la matriz polimérica, la interaccion
entre el firmaco y la matriz que disminuye la eficacia del antibiotico, la
presencia de enzimas como las B-lactamasas, cambios genéticos en las células
diana, la extrusion de antibidticos mediante bombas de eflujo y caracteristicas
especificas de la estructura bacteriana, como la membrana externa en las bacterias
Gramnegativas (BOTTERY et al., 2021).

Estudios revelan que componentes especificos en los EPS de ciertas bacterias,
como los acidos micdlicos en Mycobacterium smegmatis, estan asociados
con mayor resistencia a los antibidticos. La produccion de biofilm tiende a ser
mayor en cepas bacterianas con resistencia a multiples farmacos, como en P.
aeruginosa MDR y cepas de A. baumanii con resistencia multiple. Ademas, existe
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una correlacion entre la produccion de biofilm en S. aureus y la resistencia a la
meticilina, segun los estudios cientificos mencionados (SHARKEY ef al., 2016).

5.4.10. CAMBIOS O EVASION DE LOS SITIOS DIANA

Una estrategia comun para que las bacterias desarrollen resistencia es evitar
la accion del antibidtico interfiriendo con su sitio de accion. Para lograrlo, las
bacterias han evolucionado diferentes mecanismos:

* Proteccion del sitio de accion: se protege el sitio de accion, impidiendo
que el antibidtico alcance su lugar de unién. Aunque algunos de los
determinantes genéticos que codifican proteinas involucradas en esta
proteccion se han identificado en el cromosoma bacteriano, la mayoria
de los genes clinicamente relevantes relacionados con este mecanismo de
resistencia son transportados por elementos genéticos moviles (EGM).

* Las modificaciones en el sitio de accion: las modificaciones reducen la
afinidad de la molécula del antibiotico. La alteracion del sitio de accion
es uno de los mecanismos mas frecuentes de resistencia a los antibioticos
en patdgenos bacterianos, afectando practicamente a todas las familias
de compuestos antimicrobianos. Estos cambios en el objetivo pueden
comprender mutaciones puntuales en los genes que codifican el sitio
de accion, alteraciones enzimaticas en el sitio de union (por ejemplo, la
adicion de grupos metilo) y la sustitucion o elusion del objetivo original.

5.5. GENES DE RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS Y RESISTOMAS

El intestino humano puede actuar como un reservorio de ARG, por lo tanto,
contiene tantos ARG como los entornos terrestres y acuaticos. Curiosamente,
el uso de antibidticos en humanos en la practica clinica y en el ganado para la
industria alimentaria aumento significativamente el nimero de ARG disponibles
y la acumulacion de ARG en el intestino humano. Por lo tanto, comprender la
existencia de ARG en el entorno y su potencial podria llevar a un mejor manejo
de los individuos infectados que necesitan tratamiento con antibioticos.

El analisis del resistoma para detectar la resistencia a los antibioticos en
muestras clinicas sigue siendo escasamente documentado. Un estudio destaco
un resultado prometedor al emplear el mapeo del resistoma a través de una
plataforma de secuenciacion de nanoporos. La creacion de un nuevo conjunto
de herramientas denominado poreFUME exhibi6 un resultado destacable,
con una precision de mas del 97 % en la anotacion de ARG, presentandose
como una solucion rapida en escenarios clinicos. Sin embargo, atn existe una
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brecha en la investigacion, ya que ningtn estudio ha comparado este nuevo
enfoque molecular con técnicas convencionales, evaluando su fiabilidad como
complemento o posible sustituto de la metodologia existente basada en cultivos.
Se considera fundamental realizar un estudio comparativo que describa su
fiabilidad en relacion con las practicas actuales.

El resistoma proporciona una vision integral que permite identificar la posible
resistencia a los antibioticos en una comunidad microbiana especifica. Al
comprender estos determinantes, el resistoma es valioso para prever los patrones
de resistencia en dicha comunidad, aunque este enfoque tiene gran potencial,
se basa principalmente en mecanismos de resistencia conocidos, por lo que no
resulta adecuado para descubrir nuevos mecanismos atin desconocidos.

Su mayor ventaja radica en la capacidad de determinar el resistoma incluso
cuando no esta presente en los patdgenos que causan la enfermedad actual, pero
podria transferirse horizontalmente a otras bacterias debido a elementos genéticos
altamente moviles (Munita y Arias, 2016). Asimismo, la diversidad de ARG se ve
afectada por la composicion de la dieta, con pruebas que sugieren que una dieta con
mayor contenido proteico y menor contenido de carbohidratos puede aumentar la
diversidad de estos genes en el intestino de los perros. Estos hallazgos insinian una
asociacion entre la composicion nutricional de la dieta, especialmente el contenido
proteico, y el resistoma intestinal, abriendo la posibilidad de utilizar estrategias
dietéticas para abordar la resistencia a los antibioticos.

La microbiota intestinal humana puede afectar la salud del huésped
metabolizando antibioticos. Aunque puede haber una alteracion en la
composicion microbiana después de la exposicion a antibidticos, no esta claro
qué microorganismos afectan activamente la funcion biologica y qué factores
desencadenan su actividad y expresion génica.

Para proporcionar una explicacion mas detallada, el enfoque metatranscriptomico
tiene algunas ventajas adicionales para describir la exposicion a antibidticos a
corto plazo, lo que puede afectar considerablemente la expresion génica, la
fisiologia y la estructura del microbioma. En la tabla 37 se describen algunos
estudios sobre respuesta transcripcional a antibidticos en Neisseria gonorrhoeae
y Salmonella enterica serovar typhimurium.
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Tabla 37. Enfoque metatranscriptomico en diferentes microrganismos

Organismo/estudio

Resultados

Neisseria gonorrhoeae El perfilado del transcriptoma demostrd que la respuesta
transcripcional a la azitromicina fue influenciada por la
distancia genética y la estructura de la poblacion. Cuatro
transcritos (rpsO, rpIN, omp3 y NGO1079) mostraron
regulacion significativa entre fenotipos con exposicion
al farmaco.

Salmonella enterica serovar Después de la exposicion a concentraciones subinhibitorias

typhimurium de clortetraciclina y florfenicol, casi la mitad de los
genes, especialmente los relacionados con la funcion de
adherencia y aquellos dentro de las islas de patogenicidad,
mostraron una expresion significativamente mayor.

La base de datos que almacena los genes relacionados con la resistencia a los
antibioticos (ARG) es sumamente importante para identificarlos. Existen diversas
bases de datos y en la tabla 38 se resumen las bases de datos y recursos relevantes
para identificar y comprender la resistencia a los antibidticos y su relacion con

los genes bacterianos.

Tabla 38. Bases de datos para resistencia a los antibioticos y su relacion con los
genes bacterianos

Base de datos

Descripcion

Comprehensive Antibiotics Resistan-
ce Database

Amplia base de datos de resistencia a antibioticos

Antibiotics Resistance Gene Database

Base de datos de genes de resistencia a antibioticos

ARG-ANNOTation

Software con 1689 ARG curados sin interfaz web

ResFinder y resistance determinants
database

Bases utiles para interpretar resistencia basada en
contenido genético

ResistoMap Herramienta interactiva para visualizar el resistoma
LSTrAP Crowd Nueyo gen asoc1ac,10 con transcripcion de. genes
de sintesis de proteinas en patdgenos bacterianos
5.6. METODOS PARA IDENTIFICAR BACTERIAS RESISTENTES

Es importante reconocer que el concepto de resistencia/susceptibilidad
antimicrobiana en la practica clinica es un fenémeno relativo con miltiples capas



CAPITULO 2. IMPACTO DE LA METAGENOMICA EN LA MICROBIOLOGIA 215

de complejidad. El establecimiento de puntos de corte de susceptibilidad clinica
(susceptible, intermedio y resistente) se basa principalmente en la actividad in
vitro de un antibidtico contra una muestra bacteriana considerable, combinada
con algunos parametros farmacoldgicos (por ejemplo, concentraciones en
sangre y sitio de la infeccion del antimicrobiano, entre otros). Por lo tanto, al
tratar bacterias resistentes a antibidticos, la interpretacion de los patrones de
susceptibilidad puede variar segun el escenario clinico y la disponibilidad de
opciones de tratamiento (MUNITA y ARIAS, 2016).

5.6.1. METODOS CONVENCIONALES S PARA EVALUAR RESISTENCIA BACTERIANA

Se utilizan diversas técnicas de manera habitual en microbiologia clinica, como
las bioquimicas, seroldgicas y las técnicas de biologia molecular quimiotaxono-
mica. No obstante, estos métodos son intensivos en mano de obra, consumen
mucho tiempo (pueden durar hasta tres dias) y a menudo resultan insuficientes
para diferenciar especies fenotipicamente similares, especialmente al emplear
herramientas espectroscopicas y espectrométricas. Esto destaca la importancia
de los métodos moleculares para cubrir la brecha dejada por los enfoques basa-
dos en cultivos en la identificacion de la AMR. En este contexto las 6émicas en
especial la metagenoémica y la metatrascriptomica cobran un papel fundamental.

El Gold Standard utilizado para evaluar la susceptibilidad de los
microorganismos a los antibioticos es el método de difusion en disco introducido
por Bauer y Kirby en 1956, aprovechando el fenomeno de la formacion de un
gradiente de concentracion en el sustrato durante la difusion de la sustancia activa
desde el disco del antibiograma. Un logro significativo en el analisis rutinario de
la resistencia antibidtica generalizada en bacterias fue el desarrollo de pruebas de
epsilometria (E-test), este método combina los principios de la difusion en disco
y la dilucion en agar en el estudio de la susceptibilidad in vitro la metodologia
puede ser utilizada en una variedad de microorganismos incluyendo anaerobios.
Las tiras plasticas E-test estan recubiertas con concentraciones predefinidas
de antibidticos y se marcan los rangos adecuados de concentracion inhibitoria
minima (MIC) en la superficie de la tira.

En la actualidad, los métodos cominmente empleados para detectar
organismos resistentes a los antibioticos se fundamentan en el enfoque de cultivo
de bacterias viables, utilizando distintas técnicas como ensayos de dilucion en
medio liquido y agar, pruebas de difusion con discos en agar y pruebas E-test.
El enfoque de cultivo es considerablemente antiguo y no tiene una buena
sensibilidad, con menos del 30 % de los microbios cultivados. En la tabla 39 se
muestran las técnicas convencionales, sus ventajas y desventajas.
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Tabla 39. Técnicas convencionales, sus ventajas y desventajas

Técnica

Explicacion

Ventajas

Desventajas

Cultivo en placas

Aislamiento bacteriano
mediante medios selec-
tivos.

Barato, semicuan-
titativo contando
colonias.

Intenso en mano
de obra, <30 % han
sido cultivados.

Pruebas serologicas

Uso de anticuerpos para
identificar antigenos es-
pecificos en microorga-
nismos, como la prucba
de aglutinacion.

Rapido, semicuan-
titativo, posible es-
cindir bandas para
analisis posteriores.

Sin identificacion
filogenética, sesgo
de PCR.

Electroforesis en gel
con gradiente desna-
turalizante (DGGE)/
electroforesis en gel
con gradiente de
temperatura (TGGE)

Separacion en gel de
amplicones de ARNr
16S mediante examen
basado en desnaturali-
zacion.

Rapido, semicuan-
titativo, posible es-
cindir bandas para
analisis posteriores.

Sin identificacion
filogenética, sesgo
de PCR.

Los métodos convencionales para identificar la resistencia a los antibidticos

implican una serie de técnicas utilizadas en laboratorios clinicos y microbioldgicos
(figura 41). Algunos de los métodos mas comunes son:

Pruebas de difusion en disco. se colocan discos impregnados con dife-
rentes concentraciones del antibiotico en una placa donde se ha sembrado
la bacteria. Se mide el halo de inhibicion alrededor de cada disco para
determinar la sensibilidad o resistencia a esos antibioticos.

Dilucion en agar: se preparan placas de agar con diferentes concentraciones
del antibidtico. Luego, se siembran las bacterias en el agar y se observa
en qué concentracion el antibidtico inhibe su crecimiento.

Pruebas de dilucion en caldo: similar a la dilucion en agar, pero se realiza
en medios liquidos. Se diluyen los antibioticos en caldo y se afiaden dife-
rentes concentraciones a tubos con bacterias. Se evalua la concentracion
minima que inhibe el crecimiento bacteriano sembrandolos en placa.

Test de sensibilidad automatizado: utiliza sistemas automatizados que
realizan pruebas de susceptibilidad a multiples antibidticos, generalmente
basados en métodos de dilucioén o de difusion. Estos sistemas pueden
ofrecer resultados mas rapidos y precisos (figura 41).
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Figura 41. Métodos convencionales para determinar la CMI

Concentracién de antibiético (pg/ml)
8 4

2 2 ' o5
Cui = 4 gL

Pruebas de difusion en agar Automatizados

Nota. La imagen presenta técnicas para evaluar la susceptibilidad bacteriana a
antibioticos, como el método de difusion en agar, la dilucion para determinar la CMI
y CMB y sistemas automatizados. También muestra un cultivo en agar con diversas
colonias bacterianas, lo que permite evaluar la efectividad de los antibioticos.

Los métodos de cultivo, aunque ampliamente utilizados en entornos clinicos,
tienen una sensibilidad limitada con menos del 30 % de microorganismos
intestinales cultivados (OCHOA-REPARAZ y KASPER, 2016). Estos métodos,
empleados para identificar la resistencia a antibioticos (AMR), tienen
desventajas, incluyendo la incapacidad para detectar resistencia en bacterias en
estado viable pero no cultivable (VBNC) (AHMAD y KHAN, 2019). Patdgenos
comunes como E. coli, Salmonella 'y H. pylori se han encontrado en este estado
VBNC (Lietal.,2014), con E. coli y Salmonella capaces de regresar a un estado
activo, lo que puede causar enfermedades (Langgeng et al., 2022). H. pylori,
en su estado VBNC, adopta una forma cocoidal, aunque se desconocen los
detalles de su retorno a la forma patogena espiral (L1 et al., 2014). Ademas, el
tratamiento con desinfectantes como la cloracion reduce significativamente la
capacidad de cultivo de E. coli y Salmonella en aguas residuales o suelo (Li et
al., 2014). En entornos clinicos, la terapia antibidtica empirica puede inducir el
estado VBNC en bacterias patdgenas, lo que dificulta su identificacion precisa.
Se sugiere la implementacion de pasos adicionales en el proceso de subcultivo
para abordar este problema.
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Los métodos basados en cultivos introducen sesgos en la evaluacion de la
resistencia a los antibidticos (AMR), ya que solo una fraccion de los microbios
ambientales puede cultivarse en laboratorio, lo que podria llevar a una represen-
tacion errénea de la AMR. Las caracteristicas genéticas observadas en bacterias
cultivadas pueden no representar toda la comunidad microbiana, generando un
sesgo. Es crucial interpretar con cuidado los datos de resistencia obtenidos por
métodos de cultivo. Ademas, la presencia de un gen en el medio ambiente no
garantiza su funcionalidad. Evaluar la actividad génica mediante la medicion de la
expresion es fundamental para determinar la presencia real de genes relacionados
con la resistencia a los antibioticos en la comunidad microbiana.

5.6.2.  METODOS METAGENOMICOS PARA EVALUAR RESISTENCIA BACTERIANA

En los ultimos afios, los enfoques para identificar microbios utilizando
secuenciacion NGS, como la secuenciacion del ARNr 16S y la secuenciacion
shotgun, pueden medir cuantitativamente los microbios e identificar rapidamente
microorganismos nuevos. Estas técnicas identifican los genes de resistencia
directamente en la bacteria, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o
la secuenciacion gendmica, lo que permite identificar genes especificos asociados
con la resistencia a los antibioticos (ZHANG y CHENG, 2022). Existen varias
técnicas moleculares disponibles para caracterizar la comunidad microbiana en
un entorno especifico, la tabla 40 resume algunas de las técnicas disponibles,
con sus ventajas y desventajas.

Tabla 40. Técnicas metagenomicas

Técnica

Explicacion

Ventajas

Desventajas

Secuenciacion del
gen 16S rRNA
clonado

Clonacion de ampli-
con de ARNr 16S de
longitud completa, se-
cuenciacion de Sanger
y electroforesis capilar.

Identificacion filoge-
nética, cuantitativa.

Sesgo de PCR, la-
borioso, costoso,
sesgo de clonacion.

Secuenciacion di-
recta de amplico-
nes de ARNr 16S.

Secuenciacion paralela
masiva de amplicones
parciales de ARNr 16S.

Identificacion filoge-
nética, identificacion
bacteriana cuantitati-
va, rapida y novedosa.

Sesgo de PCR.

Secuenciacion de
microbioma tipo
shotgun

Secuenciacion paralela
masiva de todo el
genoma.

Identificacion filoge-
nética, cuantitativa.

Caro, requiere una
gran potencia com-
putacional.
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La identificacion de resistencia a antibidticos puede hacerse buscando
similitudes en secuencias de ADN en bases de datos especializadas. Entre estas
se encuentran la Base de Datos de ARG (ARDB), la Base de Datos de Genes
de Resistencia Antibiotica Estructurada (SARG), la Base de Datos Integral
de Resistencia a Antibioticos (CARD) y ResFinder. Estas bases proporcionan
informacion valiosa sobre genes especificos relacionados con la resistencia a los
antibidticos (ZHANG y CHENG, 2022).

Diversos hallazgos confirman la importancia de los EGMs en la evolucion
bacteriana y en la determinacion de caracteristicas gendmicas, incluida la
resistencia a los antibidticos. Los andlisis del metagenoma no se limita a identificar
la secuencia del ADN microbiano en un entorno especifico, sino que también
examina la presencia de ADN que no estd necesariamente asociado a ningun
organismo. Este enfoque permite identificar mas EGMs en el entorno, una parte
del ADN que puede ser una fraccion menor del material genético disponible en
ese entorno y que desempena funciones diversas en la adaptacion de las bacterias
a diferentes condiciones adversas. Este tipo de andlisis plantea desafios técnicos
particulares debido a la variabilidad y posible limitacion de estos EGMs en
muestras ambientales. La tabla 41 presenta estudios en los que se ha demostrado
la presencia de EGMs por técnicas de metagendmica.

Tabla 41. Presencia de EGMs por técnicas de metagenomica

Estudio Hallazgos con metagenémica Referencia

Estudios han revelado variaciones en la presencia de EGMs
entre diferentes poblaciones genéticas, mostrando una
asociacion con linajes filogeograficos especificos de esta (LANGGENG

H. pylori bacteria. Ademas, estos estudios han proporcionado evidencia et al., 2022)
de transferencias genéticas tanto entre linajes como entre
especies contemporaneas de H. pylori.
Se ha observado que las caracteristicas de los EGMs en bebés
guardan una gran similitud con los de sus madres, y se ha

Leche X . ., . (ZHANG ¥y
relacionado la interrupcion de la lactancia materna y el uso de

materna CHENG, 2022)

antibidticos con un aumento en la presencia de ciertos genes
de resistencia en estos elementos.

5.6.3. METODOS DE METATRANSCRIPTOMICA PARA EVALUAR RESISTENCIA
BACTERIANA

La investigacion del metatranscriptoma difiere de la del metagenoma. Mientras
que el metagenoma se centra inicamente en describir el ADN presente en un
entorno, el metatranscriptoma se adentra en el conjunto completo de moléculas
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de acido ribonucleico mensajero (ARNm) expresadas por un organismo
(BASHIARDES et al., 2016). Aunque técnicamente resulta mas desafiante llevar a
cabo este tipo de estudio debido a la complejidad en el manejo de las muestras
de ARN en comparacion con las de ADN, la informacion generada a partir del
perfilado funcional de las células proporciona una comprension mas detallada de
los procesos biologicos (WASKITO et al., 2022). En consecuencia, puede ofrecer
detalles cruciales sobre los procesos biologicos fundamentales que subyacen en
el mantenimiento celular.

Existen tres métodos diferentes para estudiar el ARN mensajero en las células:
el andlisis basado en hibridacion (tecnologia de microarreglos), las técnicas
basadas en secuenciacion de Sanger (como el analisis serial de expresion génica
(SAGE) y el secuenciamiento masivo de firmas (MPSS), y la aproximacion de
alta capacidad de secuenciacion de proxima generacion de ARN (ARN-seq)
(WaskiITo et al., 2022). Las diferencias entre estas técnicas, asi como sus ventajas
y desventajas se resumen en la tabla 42.

Tabla 42. Comparacion de técnicas para caracterizar el nivel de expresion

Técnica Microarreglos  Secuenciacién de Secuencia de ARN
ADNc o EST
Principio bésico Hibridacion Secuenciaciéon de Secuenciacion de alto
Sanger rendimiento
Expresion genética ca-  Si Limitado Si
racterizada
Dependencia de la se-  Si No En algunos casos

cuencia del genoma

Rango de cuantificacion  Hastaunos cien- No practico >8.000 veces
tos de veces

Diferenciaciéon de la Limitado Si Si
expresion alélica

Ruido de fondo Alto Bajo Bajo

En el analisis del transcriptoma con microarreglos, se suele realizar la
incubacion de cADN tefiido fluorescentemente junto con microarreglos
personalizados o sondas de oligonucleotidos de alta densidad disponibles
comercialmente. En términos generales, los enfoques basados en la hibridacion
pueden generar grandes volumenes de datos a un costo relativamente bajo, excepto
en la caracterizacion de genomas extensos que requieren una mayor resolucion
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(ZHANG y CHENG, 2022). Sin embargo, este método tiene limitaciones, como
depender de la secuencia gendmica conocida y presentar un posible nivel elevado
de ruido de fondo debido a reacciones de hibridacion cruzada.

Para superar estas limitaciones, se introdujeron métodos basados en etiquetas,
como SAGE y MPSS. Estas técnicas ofrecen una alta capacidad de andlisis y
niveles de expresion digitales mas precisos con un nivel de ruido de fondo menor.
Sin embargo, debido a que utilizan la secuenciacion de Sanger, pueden ser mas
costosos que los métodos basados en hibridacion, y algunas etiquetas pueden no
ser capaces de asignarse de manera tnica al genoma de referencia. Ademas, estos
métodos solo analizan una parte del transcripto y pueden encontrar dificultades
para distinguir secuencias similares entre si (ZHANG y CHENG, 2022).

Las limitaciones mencionadas restringen el uso de la tecnologia de secuencia-
cion tradicional en la descripcion de la estructura de los transcriptomas. El ARN-
seq, siendo la técnica mas moderna para evaluar la expresion génica mediante
la secuenciacion profunda, presenta varias ventajas respecto a otros métodos.
Esto incluye la capacidad de identificar cambios novedosos en los factores de
transcripcion, algo que los métodos basados en sondas podrian pasar por alto.

Ademas, su amplio rango dindmico para las alteraciones transcriptomicas,
que puede superar las 8.000 veces, permite un analisis mas detallado de los
cambios en los transcriptomas. A pesar de sus beneficios, esta técnica presenta
como principal desventaja la incapacidad de distinguir entre tipos especificos
de ARN, como el ARN mensajero (ARNm), los microARN (miARN), el ARN
no codificante y otros tipos debido a la naturaleza de la secuenciacion del ARN
disponible (ZHANG y CHENG, 2022).

Asimismo, las diferencias entre los ARN de gran tamafio y los mas pequefios,
como los piARN, siARN, miARN y otros, se presentan al ser secuenciados
después del proceso de adaptacion. Los ARN de mayor tamafio deben
fragmentarse en secciones mas pequefias, generalmente de 200 a 500 pb, para
adaptarse a los secuenciadores, principalmente aquellos de la plataforma Illumina.
Para lograr esto, se utilizan diversas técnicas de fragmentacion, como la hidrolisis
o nebulizacion del ARN y el tratamiento con DNasa I o la sonicacion del ADN
complementario (ZHANG y CHENG, 2022).

Ademas, los estudios metatranscriptomicos que emplean secuenciacion de ARN
(RNA-seq) permiten la identificacion de cambios funcionales en enfermedades
especificas del tracto GI (ael uso de técnicas basadas en bioinformatica ofrece
ventajas para descubrir nuevos antibidticos mediante el estudio de ARG, por sus
siglas en inglés) y el resistoma (BASHIARDES et al., 2016). Por lo tanto, aprovechar
estas tecnologias para acelerar la determinacion de la resistencia a los antibioticos,
ayudando en la seleccion de terapias antibidticas adecuadas y el desarrollo de
farmacos, se presenta como un area de investigacion intrigante.
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5.6.4.  VENTAJAS DE ENFOQUES METAGENOMICOS Y METATRANSCRIPTOMICOS
EN LA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

La resistencia a los antibidticos puede generar no solo complicaciones en
pacientes con infecciones. Un microorganismo resistente, que se ha desarrollado
mediante diversos mecanismos, también puede desencadenar un desequilibrio
microbiano intestinal que con el tiempo se convierte en un sindrome sistémico.
Este desequ111br10 se ha sefialado como el factor pr1n01pa1 que predispone a
la presenc1a de enterococos resistentes a la vancomicina, asi como a otros
organismos resistentes a los antibioticos, como Klebsiella y E. Coli.

Dado que este desequilibrio se considera el factor de mayor riesgo en el
desarrollo de infecciones con estos organismos, la mejor opcion es implementar
la estrategia de reequilibrio del microbioma intestinal para restablecer su salud.
Ademas, mediante el uso del enfoque metagendomico, se puede investigar el
estado de la comunidad microbiana intestinal en individuos infectados con estos
organismos resistentes en comparacion con aquellos que no los albergan. También
se podria explorar el motivo por el cual los pacientes afectados desarrollan
sintomas o permanecen asintomaticos, asi como las comunidades microbianas
y sus funciones especificas que proporcionan resistencia a la colonizacién de
estos organismos resistentes.

El enfoque de secuenciacion metagendémica para identificar bacterias sensibles
y resistentes a los antibioticos muestra un gran potencial. En contraste con el
método convencional que se basa en identificar y aislar organismos especificos,
los datos metagendmicos abarcan varios componentes esenciales, como los
determinantes de resistencia a los antibidticos presentes en la comunidad
microbiana, conocidos como resistomas.

La implementacién metagenémica para el perfilado de la resistencia a los
antibiodticos se ha llevado a cabo en varios lugares del mundo. Los resultados en
estudios del intestino humano y de los genes de resistencia descubiertos en todo
el mundo se presentan en la tabla 43.

Tabla 43. Genes de resistencia a antibiotico

Aspecto Descripcion

VanRG y otros ARG como bacitracina, tetraciclina, macrolidos, lin-
Genes de resistencia cosamidas, estreptograminas (MLS) y cefalosporinas se encuentran
comunes comunmente en bacterias Gram-positivas, anaerobias y comensales

del huésped. Gen tetQ relacionado con resistencia a tetraciclina.
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Influencia del uso de
antibidticos

Se sugiere que la diversidad y abundancia de ARG en el intestino
estan afectadas por el uso de antibioticos, incluso en areas remotas
sin exposicion a antibidticos comerciales.

Ubicuidad de genes
de resistencia a tetra-
ciclina

Aunque el uso clinico de tetraciclina es escaso, los genes
relacionados con la resistencia a esta son muy comunes en el
intestino humano, posiblemente debido a su funcién original no
relacionada con la resistencia a antibioticos y a la coseleccion por
consumo de alimentos contaminados con metales pesados.

Distribucion geogra-
fica

Los tipos de ARG (MLS) y gen de resistencia a eritromicina (ermF)
son frecuentes en la poblacion china en comparaciéon con otras
poblaciones.

Genes de resistencia
a la vancomicina

Genes similares a los de microorganismos intestinales saludables
y encontrados en muestras de permafrost sugieren la resistencia
intrinseca a la vancomicina en el intestino humano, aunque se
necesita mas investigacion.

La tabla 44 muestra informacion sobre la implementacion metagenomica
para el perfilado de la resistencia a los antibidticos en diferentes regiones, los
genes observados, y los hallazgos significativos en cada caso, asi como las
explicaciones detras de ciertos fendmenos observados. Las referencias asociadas
a estos hallazgos se encuentran al final de la tabla.

Tabla 44. Implementacion metagenomica para el perfilado de la resistencia a los

Region/genes

antibioticos

Hallazgos

de resistencia

Antibioticos

Genes observados

significativos

Vancomicina, Baci-
tracina, Tetraciclina,

VanRG, TetQ, ermF

Comun en bacterias
Grampositivas, anae-
robias y comensales
del huésped.

MLS, ermF

Poblacion china mas
frecuente en compa-
racion con otras.

Global Macrolidos, Lincosa-
midas, Estreptogra-
minas, Cefalosporinas

Distribucion

. MLS, ermF
geografica

Caracteristicas ..

o Vancomicina

Intrinsecas

Enterococcus/
Streptococcus

Similaridad con mi-
croorganismos intesti-
nales. saludables y en
permafrost
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Hallazgos significativos

Areas remotas  Diversidad afectada por el uso de antibidticos sin exposicion comercial

Antibidticos vs.

. . Uso de tetraciclina raro, pero genes de resistencia comunes (TetQ)
resistencia

Explicaciones Genes tetraciclina en permafrost antiguo y coseleccion por contaminacion
peculiares alimentaria

5.6.5. IMPLEMENTACION DE TECNICAS DE METAGENOMICA Y
METATRANSCRIPTOMICA EN ANALISIS DE RESISTENCIA

En cuanto a desafios y limitaciones, la introduccion del analisis metagenomico
y metatranscriptomico de la resistencia a los antimicrobianos en las practicas
clinicas se encuentra con desafios y potenciales inconvenientes en su ejecucion.
Aunque estas técnicas han demostrado tener un potencial prometedor para
descubrir el origen desconocido de una enfermedad, presenta varios obstaculos y
posibles problemas cuando se aplica en la rutina clinica, incluyendo disponibilidad,
costos, recursos humanos y validez actual (figura 42). Estos desafios no solo
recaeran en el personal médico, sino también en los pacientes que requieren
este tipo de andlisis, ya que aun estd poco difundido. Ademas, mantener altos
estdndares de ejecucion y asegurar la calidad del servicio continta siendo un
desafio significativo para integrar este enfoque como parte de los exdmenes
clinicos de rutina.

La implementacion de técnicas metagendmicas y metatranscriptomicas para
el andlisis de resistencia antimicrobiana enfrenta diversos desafios tanto para
el personal médico como para los pacientes. La ejecucion y mantenimiento
de la calidad del servicio son problematicos al considerar este enfoque como
parte de los examenes clinicos habituales (ZHANG y CHENG, 2022). El flujo de
trabajo, desde la recoleccion de la muestra hasta la secuenciacion, requiere un
personal altamente capacitado en biologia molecular, trasladar metodologias de
investigacion a entornos clinicos implica considerar la validez analitica, clinica
y utilidad de estas técnicas.

La infraestructura de secuenciacion, no siempre presente en laboratorios
clinicos de microbiologia, limita la aplicacion de métodos convencionales
para determinar la resistencia a los antibidticos. Los sistemas bioinformaticos
disponibles para el analisis de datos de nueva generacidon necesitan ser
personalizados y mantenidos por expertos en programacion, lo que incrementa
significativamente los costos del analisis (ZHANG y CHENG, 2022). La preparacion
de muestras y la secuenciacion shotgun sin una hipdtesis previa son procesos
criticos, aunque la falta de diversidad en la deteccion de patogenos puede ser una
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limitacion. La secuenciacion dirigida, como el gen 16S ARNr para identificar
bacterias, podria resolver este problema.

Figura 42. Desafios y problemas potenciales durante la implementacion del
perfilado metagenomico y metatranscriptomico
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Nota. Laimagen destaca los retos y desafios de lametagendmica y metatranscriptomica,
mostrando elementos como tubos de ensayo, graficos de datos bioquimicos y secuencias
de ADN, lo que sugiere la complejidad de analizar comunidades microbianas y sus
expresiones génicas en diversos entornos.

A pesar de las dificultades, la deteccion molecular de resistencia antimicrobiana
ofrece ventajas al predecir genes y entornos relacionados con la resistencia.
Aunque altn no estd totalmente validada para su uso rutinario, puede ser
invaluable en la identificacion de brotes de resistencia (ZHANG y CHENG, 2022).
La investigacion y la practica clinica se beneficiaran de futuros avances que
optimicen estas técnicas.
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6. OTRAS APLICACIONES DE LA METAGENOMICA

La metagenomica ha trascendido su papel inicial en el estudio de comunidades
microbianas para abarcar una amplia gama de aplicaciones. Més alla de su
utilidad en la caracterizacion de la diversidad y funcionalidad de microbiomas,
esta disciplina ha encontrado aplicaciones innovadoras en campos tan diversos
como la agricultura, la ecologia y la industria. Al explorar secuencias genéticas
provenientes de muestras ambientales complejas, la metagenémica ha revelado su
potencial en la identificacion de nuevos genes, en la comprension de interacciones
ecoldgicas y en el desarrollo de estrategias para la salud humana, la sostenibilidad
ambiental y la mejora de procesos industriales. Sus aplicaciones continuas y en
evolucion desempefian un papel fundamental en la comprension y optimizacion
de los ecosistemas microbianos, prometiendo avances significativos en numerosos
campos interdisciplinarios.

6.1. METAGENOMICA Y SU PAPEL EN LA MICROBIOLOGIA AMBIENTAL

La metagendmica se perfila como un campo de investigacion vanguardista
dentro de la microbiologia ambiental por su capacidad de revelar los enigmas
genéticos que perviven en una amplia gama de ecosistemas. Este campo de
estudio, caracterizado por su enfoque innovador, nos conduce hacia un universo
imperceptible a simple vista, donde se despliega la inmensa diversidad genética
de los microorganismos que cohabitan en el entorno (WU et al., 2022).

Al abordar comunidades microbianas integras sin la necesidad de cultivar
organismos de forma individual, la metagendmica se convierte en un recurso
esencial para descifrar las intrincadas relaciones existentes entre los microbios
y sus habitats naturales (WU et al., 2022). Desde su surgimiento, esta disciplina
ha representado una herramienta invaluable para la comprension de la influencia
del microbiota en la salud tanto de los ecosistemas terrestres como acuaticos y
los esfuerzos de conservacion medioambiental.

En el ambito ambiental, la metagendmica se utiliza para monitorear la
calidad del agua, suelos y aire. Permite identificar microorganismos indicadores
de contaminacioén y entender como afectan los cambios ambientales a las
comunidades microbianas.

6.2. METAGENOMICA Y DIVERSIDAD MICROBIANA EN SUELOS

El suelo, una parte crucial de la tierra que alberga componentes organicos
e inorganicos, constituye un habitat esencial para diversas especies. Gracias a
la metagenomica, se ha explorado la variedad microbiana en distintos tipos de
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suelo. Por ejemplo, un estudio de las comunidades microbianas en suelos de
distintos ecosistemas (desiertos, bosques, pastizales y tundras) revel6 vinculos
entre la composicion bacteriana, los genes funcionales y el entorno (FIERER ef
al., 2012). Los desiertos, por ejemplo, exhiben una baja diversidad taxonémica
y funcional en comparaciéon con otros lugares, presentando una abundancia
de genes relacionados con la regulacion osmotica y la latencia. Ademas, en la
comunidad bacteriana del desierto, se observa una escasez de genes resistentes
a antibioticos, lo que sugiere una menor competencia en este bioma (tabla 45).
De manera similar, los microbiomas de suelos articos a diferentes profundidades
mostraron una disminucion marcada en la diversidad microbiana y un cambio
notable en los genes funcionales a medida que se profundizaba (Wu et al., 2022).
Ademas, se encontr6 que los microbiomas de suelos de selvas tropicales son menos
diversos que los de pastizales y suelos agricolas (KARTHIKEYAN et al., 2021).

Tabla 45. Metagenomica y diversidad microbiana en suelos

Estudio Resultado Referencia

Comunidades microbianas Los desiertos exhiben baja diversidad (FIERER et al.,
en diferentes ecosistemas. taxondmica y funcional. Genes asocia- 2012).
(desiertos, bosques, pasti- dos con osmorregulacion y latencia son
zales y tundras). abundantes. Escasez de genes resistentes

a antibioticos en la comunidad bacteriana

del desierto.

Microbiomas de suelos Disminucidn significativa de biodiver- (Wuetal.,2022)
articos a diferentes profun-  sidad microbiana y cambios notables en
didades. genes funcionales con la profundidad.

Comparacion de microbio- Menor diversidad en suelos de selvas (KARTHIKEYAN et
mas en suelos de selvas tro-  tropicales respecto a pastizales y suelos al., 2021)
picales, pastizales y agricolas  agricolas.

La metagenomica ha sido fundamental en desvelar la complejidad y la
interaccion de la vida microbiana en el suelo. Desde distintos habitats como
desiertos, suelos articos y selvas tropicales, estos estudios han ofrecido una vision
detallada de como la diversidad microbiana estd influenciada por el ambiente.
La escasez de genes resistentes a antibioticos en desiertos, la evolucion de la
diversidad en suelos articos y la menor diversidad en selvas tropicales comparadas
con otros ecosistemas resaltan la intima relacion entre los microbios del suelo y su
entorno. Estos descubrimientos subrayan el papel crucial de la metagenémica en
la comprension y preservacion de este recurso esencial para la vida en el planeta.
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La metagendmica ha proporcionado una panoramica de los cambios en los
microbiomas del suelo con el tiempo. Por ejemplo, después de la construccion de
un oleoducto, se observd un aumento significativo de Microcoleaceae, Pinaceae
v Williamsiaceae, junto con una reduccion notable de Psychromonadaceae
y Leuconostocaceae en muestras de 2016 en comparacion con las de 2013
(BoNoMo et al., 2022). Igualmente, se identifico un incremento de géneros como
Nitrosospira y Sulfuricella, asociados con la tolerancia al cadmio, en suelos
contaminados con cadmio en comparacion con suelos no contaminados (FENG et
al., 2018). En suelos contaminados con hidrocarburos totales de petroleo (TPH), se
observo un aumento del 9 % en la proporcion de bacterias degradadoras de TPH
(beta-, gamma- y delta-proteobacterias) en comparacion con el suelo de control.
La tabla 46 resume algunos de los cambios observados en los microbiomas del
suelo después de diferentes tipos de contaminacion o alteraciones, proporcionando
una vision clara de los efectos especificos identificados en cada situacion por
técnicas metagendmicas.

Otro estudio en suelos contaminados con mercurio mostr6 diferencias en
los microbios entre los suelos rizosféricos y la masa. Mientras que los suelos
rizosféricos presentaban una alta presencia de proteobacteria, los de masa
estaban mayormente compuestos por Actinobacteria y Alphaproteobacteria.
Esto evidencié efectos selectivos en suelos contaminados, utiles para la
biorremediacion (GONZALEZ et al., 2022). En una observacion reciente de la
composicion microbiana en las rizosferas de plantas costeras, se reveld una
relacion entre minerales del suelo y comunidades bacterianas, insinuando un
papel de los microbios en la resistencia al estrés de las plantas costeras (VU et
al., 2022).

Tabla 46. Cambios observados en los microbiomas del suelo después de diferentes
tipos de contaminacion o alteraciones

Cambios en microbiomas
del suelo identificado por Resultado Referencia
técnicas metagenomicas

Después de la construccion — Aumento significativo de Microcoleaceae, (BoNoMO et al.,
de un oleoducto Pinaceae y Williamsiaceae. Reduccion 2022)
notable de Psychromonadaceae y
Leuconostocaceae en muestras de 2016
en comparacion con 2013.

Suelos contaminados con Incremento de géneros como Nitrosospira (FENG et al.,
cadmio y Sulfuricella asociados con la tolerancia  2018)

al cadmio en comparacion con suelos no

contaminados.
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Suelos contaminados con Aumento del 9 % en la proporcion de

hidrocarburos totales de bacterias degradadoras de TPH (beta-, (Kim et al.,

petroleo (TPH) gamma- y delta-proteobacterias) en 2021)
comparacion con el suelo de control.

Suelos contaminados con Alta presencia de proteobacteria en suelos (GONZALEZ et
mercurio rizosféricos. Predominio de Actinobac- al., 2022)
teria y Alphaproteobacteria en suelos
de masa. Efectos selectivos utiles para
biorremediacion.

Asimismo, la transferencia horizontal de genes (THG) es un aspecto clave en la
evolucion bacteriana y a menudo desempefia un papel importante en el desarrollo
de la resistencia antimicrobiana. La mayoria de los agentes antimicrobianos
utilizados en entornos clinicos derivan o estan vinculados a compuestos presentes
de manera natural en el suelo y en el entorno. Las bacterias que coexisten con estas
moléculas a menudo poseen caracteristicas genéticas inherentes de resistencia.
Hay evidencia s6lida que respalda la nocion de un resistoma ambiental, una fuente
significativa para la adquisicion de AGRs en bacterias que son clinicamente
relevantes. Este intercambio genético se ha asociado con la propagacion de la
resistencia a varios antibioticos comiinmente utilizados.

Ladisponibilidad de datos metagenémicos del suelo condujo a la formacion del
conjunto de datos de secuenciacion mas grande de acceso publico, administrado
y actualizado anualmente por la Red Nacional de Observatorios Ecologicos
(NEON, por sus siglas en inglés) (WERBIN et al., 2021). Los resultados de la
metagendmica del suelo no solo han evidenciado la diversidad microbiana, sino
también posibles métodos para descontaminar suelos polucionados.

6.3. METAGENOMICA EN AGUA

Lametagenomica ha sido empleada para analizar las comunidades microbianas
presentes en diferentes fuentes de agua. Se han investigado una amplia gama de
cuerpos de agua, como mares, lagos, ecosistemas de manglares, rios y canales,
mediante estudios basados en metagenémica (CABELLO-YEVES et al., 2021).
Asimismo, los resultados obtenidos a través de estos analisis han revelado la
posible existencia de nuevos microorganismos en las profundidades oceénicas,
asi como diversas estrategias metabolicas. Los datos recopilados del entorno
marino se han unido para desarrollar la base de datos Marine Metagenome,
una fuente valiosa para futuras investigaciones en metagendmica. La tabla 47
presenta diferentes estudios y aplicaciones de la metagenomica en la evaluacion
de comunidades microbianas en distintos entornos acuaticos, asi como los
resultados y descubrimientos relevantes obtenidos en cada caso.
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Tabla 47. Estudios y aplicaciones de la metagenomica en la evaluacion de
comunidades microbianas en distintos entornos acudticos

TipodeAgua Estudio/aplicacion Resultados/descubrimientos Referencias
Diversos Evaluacion de comuni- Descubrimiento de nuevos (CABELLO -
cuerpos de  dades microbianas microorganismos y estrategias  Yeves et al.,
agua metabolicas en océanos, lagos, 2021)
manglares, rios y canales.
Bioma MarineMetagenomeDB  Creacion de recurso efectivo (NATA’ALA ef
marino para futuros estudios meta- al., 2022)
gendmicos a partir de datos
disponibles del bioma marino.
Aguas Estudio para formular Investigacion sobre presencia (GOMEZ-AL-
residuales método de reciclaje microbiana para desarrollarun  VAREZ ef al.,
método adecuado de reciclaje.  2021)
Aguas Estudio sobre biorre- Descubrimiento delacapacidad (HAUPTFELD et
subterraneas  mediacion de Burkholderiales para de- al.,2022)
gradar contaminantes en aguas
subterraneas policontaminadas,
potencial para biorremediacion.
Agua potable Evaluacion de comuni- Utilizaciéon de herramientas (ACHARYA et
dades microbianas metagenomicas para monitoreo  al., 2020)
de calidad y deteccion de
indicadores de contaminacion
fecal como Arcobacter y
Aeromonas.
Agua potable  Exploracion de presen-  Posibilidad de emplear meta- (BIBBY ef al.,
cia de virus gendémica para la deteccion de  2019)

virus en el suministro de agua
potable.

En otro estudio, se examin6 la presencia de microorganismos en aguas
residuales con el proposito de crear un método efectivo para su reciclaje. Una
investigacion reciente sobre aguas subterraneas contaminadas por multiples
agentes mostrd que la presencia de Burkholderiales puede descomponer varios
contaminantes, lo que sugiere un método viable para la biorremediacion
(HAUPTFELD et al., 2022). Las herramientas metagenomicas han posibilitado la
evaluacion de las comunidades microbianas en el agua potable, convirtiéndose
en una herramienta 1til para controlar su calidad. Ademas de identificar las
bacterias habituales en aguas contaminadas, este estudio reveld que Arcobacter
y Aeromonas podrian ser usados como indicadores de contaminacion fecal para
rastrear sus fuentes (ACHARYA et al., 2020). Ademas de la deteccion de bacterias,
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la metagendmica también ofrece la posibilidad de explorar la presencia de virus
en el agua potable (RusiNOL et al., 2020)

El analisis metagenomico de comunidades microbianas en diversas fuentes
de agua ha revelado un vasto conocimiento sobre la vida acuatica. Estudios en
océanos, lagos, rios y aguas subterraneas han desvelado nuevos microorganismos
y estrategias metabolicas fascinantes, abriendo puertas a posibilidades de
biorremediacion y desarrollo de recursos, el Marine Metagenome Database se
erige como una invaluable fuente para futuras exploraciones en biomas marinos.
En contextos practicos, la metagendomica ha revolucionado el monitoreo de
calidad del agua potable, detectando bacterias indicadoras de contaminacion y
explorando la presencia de virus, revelando la versatilidad de esta herramienta
en la preservacion y proteccion de recursos acuiferos. Estos descubrimientos
y aplicaciones destacan el poder transformador de la metagendmica en la
comprension y conservacion de los ecosistemas acudticos, sefialando un horizonte
prometedor para futuras investigaciones y acciones orientadas a la sostenibilidad
y salud ambiental.

6.4. METAGENOMICA EN AIRE

Aunque el aire también contiene microbios, los estudios metagendmicos de
muestras de aire enfrentan desafios en términos de densidad microbiana, métodos
estandarizados y herramientas bioinformaticas. Sin embargo, gracias al desarrollo
de nuevas tecnologias para la recoleccion de muestras, secuenciacion de ADN y
pipelines de andlisis, se ha podido aplicar la metagendmica del aire para explorar
vias metabolicas, biorremediacion y ciclos biogeoquimicos (Liu et al., 2021). A
pesar de que la baja cantidad de microbios en el aire resulta en menos que en
suelos y medios acudticos, la investigacion metagenomica ha revelado diversas
abundancias de comunidades microbianas (JIANG et al., 2022).

Estudios en diferentes lugares han mostrado cambios en el microbioma del
aire. Por ejemplo, un analisis de 3.226 muestras de aire reveld conexiones tanto
positivas como negativas entre actividades humanas y comunidades aéreas.
Ademas, ciertos géneros bacterianos como Acinetobacter, Corynebacterium,
Mycobacterium y Staphylococcus se relacionaron con tasas de mortalidad en
pacientes con enfermedades respiratorias. También se ha observado que los
patogenos aéreos provenian en su mayoria de superficies corporales humanas.
Otra investigacion con 370 muestras de aire sefialo que las caracteristicas del
entorno superficial influian en la cantidad de bacterias en el aire (ZHAO et al.,
2022). La tabla 48 resume algunos estudios realizados por metagendmica y
relacionados con hallazgos sobre las comunidades microbianas en el aire.
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Tabla 48. Estudios y aplicaciones de la metagenomica en aire

Tema/hallazgo

Descripcion

Referencias

Diferencias en abun-
dancia microbiana en
el aire

A pesar de la baja biomasa del aire, la investi-
gacion metagenomica ha revelado diferentes
abundancias de comunidades microbianas en
comparacion con los entornos de suelo y agua.

(YOOSEPH et al.,
2013)

Alteraciones en el
microbioma del aire

Estudios en diferentes lugares han mostrado al-
teraciones en el microbioma del aire y revelado
correlaciones entre actividades antropogénicas
y comunidades aerotransportadas.

(ZHuAo et al., 2022)

Relacion entre gé-
neros microbianos y
enfermedades respi-
ratorias

Se encontrd que los géneros Acinetobacter,
Corynebacterium, Mycobacteriumy Staphylo-
coccus estaban relacionados positivamente
con tasas de mortalidad en pacientes con en-
fermedades respiratorias, indicando la posible
fuente de patogenos aerotransportados desde
superficies corporales.

(ZHAO et al., 2022)

Impacto del entorno
en bacterias aero-
transportadas

Caracteristicas del entorno de superficie de-
terminaban la abundancia de bacterias aero-
transportadas, y los entornos aéreos junto con
los microbios en ecosistemas cercanos podrian
impactar su variacion a nivel global.

(NAM et al., 2023)

Dinamica diaria de
composicion bacte-
riana

Un estudio avanzé en la comprension de las
correlaciones entre la dindmica de la com-
posicion bacteriana y el ciclo diario, mos-
trando variaciones diarias en la diversidad
microbiana influenciadas principalmente por
la temperatura.

(GUSAREVA et al.,
2013)

Diversidad de virus
en el aire interior

Estudios en aire interior han revelado la
presencia de una diversidad de virus de
ADN y ARN.

(RosaArIO et al.,
2018)

Impacto del aire hos-
pitalario en la salud

El aire hospitalario afecta directamente la
salud de los pacientes y es un objetivo im-
portante para la investigaciéon metagenémica,
revelando abundancia de patégenos oportu-
nistas y resistencia antimicrobiana asociada.

(Wu et al., 2022)

Diversidad microbia-
na en entornos del
suelo, agua y aire

La investigacion metagendémica ha demos-
trado una amplia diversidad de microbios
en estos entornos, impulsando su aplicacion
como herramienta para identificacion de
microorganismos especificos y la biorreme-
diacion en entornos contaminados.

(Nam et al., 2023)
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Ademas, tanto los entornos aéreos como los microbios en ecosistemas
cercanos podrian impactar la diversidad global de bacterias en el aire. Por
ejemplo, un estudio importante con 789 metagenomas de un solo sitio durante
un afio mejoro la comprension de cémo varia la composicion bacteriana a lo
largo del dia. Se encontr6 que la diversidad microbiana tenia cambios diarios
mas que fluctuaciones diarias o mensuales en las comunidades bacterianas, la
temperatura, entre otros factores ambientales, resulto ser el principal factor que
afecta la dinamica de las comunidades microbianas, también se ha observado
diversidad de virus de ADN y ARN en el aire (NaMm et al., 2023).

Resultados basados en el enfoque metagenémico han revelado una abundancia
de patogenos oportunistas como Aspergillus, Penicilliumy Stenotrophomonas.
Ademas, se ha observado una cepa bacteriana multirresistente (por ejemplo,
Stenotrophomonas maltophilia) (NAM et al., 2023). Otro estudio metagendomico
encontro resistomas en especies de Staphylococcus, Micrococcus, Streptococcus
y Enterococcus en el aire de hospitales (L1 et al., 2021). Ademas, se descubrid
una mayor resistencia antimicrobiana asociada con el aire de hospitales
en comparacion con el ambiente urbano circundante. La investigacion
metagendmica en entornos hospitalarios ha revelado la presencia de patogenos
oportunistas y cepas bacterianas resistentes a multiples firmacos (NaM ef al.,
2023; Wu et al., 2022).

La investigacion metagendmica ha revelado sorprendentes hallazgos sobre las
comunidades microbianas en el aire, a pesar de su baja biomasa en comparacion
con el suelo y el agua. Estudios han destacado variaciones en la abundancia y
composicion microbiana relacionadas con actividades antropogénicas, sefialando
alteraciones significativas en el microbioma del aire. La presencia de géneros
como Acinetobacter, Corynebacterium, Mycobacterium y Staphylococcus ha
sido asociada con enfermedades respiratorias, sugiriendo la posible fuente de
patogenos aerotransportados.

Ademas, se ha observado que factores ambientales y las condiciones del
entorno influyen en la abundancia de bacterias aerotransportadas, demostrando
una compleja interaccion entre ecosistemas aéreos y superficiales. Estudios
detallados han revelado dinamicas diarias en la composicion bacteriana,
influenciadas por ciclos climaticos, especialmente la temperatura. La diversidad
de virus de ADN y ARN ha sido identificada en entornos interiores, ampliando
nuestra comprension de la presencia viral en el aire. Asimismo, la investigacion
en aire hospitalario ha destacado la presencia de patdgenos oportunistas y
resistencia antimicrobiana asociada, subrayando su impacto directo en la salud
de los pacientes. Estos descubrimientos no solo revelan la complejidad de las
comunidades microbianas en el aire, sino que también abren perspectivas para
la aplicacion de la metagenomica en la identificacion de microorganismos
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especificos y la biorremediacion en entornos contaminados, no solo en el aire,
sino también en el suelo y el agua.

6.5. METAGENOMICA EN AGRICULTURA

La capacidad de la metagendmica para identificar las composiciones
microbianas la convierte en un valioso método para supervisar enfermedades y
patogenos relevantes en la agricultura. Ademas, la metagendmica funcional ofrece
una herramienta poderosa para entender como interactiian los cultivos con los
microorganismos, mejorar la productividad de los cultivos y descubrir nuevos
genes que brinden resistencia a situaciones de estrés en las plantas. Para aprovechar
estas caracteristicas unicas de la metagendmica, se han recopilado y evaluado
diversas técnicas. Un ejemplo es el andlisis de herramientas bioinformaticas
para estudios metagenomicos en digestores anaerobicos ha revelado el uso de
estrategias variadas, incluyendo aquellas que emplean inteligencia artificial y
programas de redes neuronales. Recientemente, se ha empleado informacion
de ADN ambiental aéreo para monitorear patdgenos en los campos de cultivo
(NaM et al., 2023).

Un progreso agricola sostenible se fundamenta en los resultados obtenidos
de estudios metagendmicos. Previamente, se identificaron comunidades
microbianas en ambientes salinos utilizando tres sistemas de cultivo distintos:
uno convencional, otro aerdbico y un tercero basado en la intensificacion del
cultivo de arroz (SRI) (LAPPE et al., 2022). Como resultado, las muestras de
suelo del método SRI presentaron una diversidad de especies mayor que los otros
métodos, ademas, se observaron propiedades funcionales diversas en todas las
muestras de suelo recolectadas de los tres sistemas, lo que sugiere la eficacia de
los diferentes enfoques de cultivo. Un analisis de las comunidades microbianas
en sistemas agricolas en areas desérticas reveld una sorprendente diversidad
(NAM et al., 2023).

También se detectaron grupos bacterianos desconocidos, lo que insinua
interacciones innovadoras entre los microorganismos y las plantas. Otro estudio
metagenomico de la rizosfera del maiz revel6 una abundancia de genes como
nifH, nifA, groES y cspA, que podrian potencialmente reducir el estrés ambiental
y mejorar el crecimiento de las plantas. Los estudios metagenémicos también
han permitido el descubrimiento de virus novedosos pertenecientes a las familias
Betaflexiviridae, Tombusviridae y Geminiviridae en el maiz (LAPPE et al., 2022).
Ademas del maiz, se han llevado a cabo investigaciones metagenomicas similares
en otros cultivos como el trigo, la cafia de azucar, el arbol de caucho y diversas
verduras (NAM et al., 2023). En la tabla 49 se describen algunos estudios y su
principal hallazgo de con metagendmica.
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La metagenémica se ha establecido como un recurso invaluable en la
agricultura al proporcionar un medio efectivo para la identificacién y comprension
de complejas composiciones microbianas. Su capacidad no solo se limita a la
vigilancia de enfermedades y patogenos agricolas, sino que también se extiende
hacia la metagenomica funcional, permitiendo explorar las interacciones entre
cultivos y microorganismos, impulsando asi la productividad y la resistencia de
las plantas ante condiciones adversas. La diversidad de técnicas aplicadas, desde
herramientas bioinformaticas hasta analisis de ADN aéreo, resalta el inmenso
potencial de la metagendmica en este &mbito (NaM et al., 2023).

Tabla 49. Estudios y aplicaciones de la metagenomica en la evaluacion de
comunidades microbianas en agricultura

Tema/hallazgo Descripciéon Referencias

Identificacion de co- Diversos sistemas de siembra exhiben diferencias  (Nam et al.,
munidades endistintos  en la diversidad microbiana y sus propiedades 2023)
sistemas de siembra funcionales. Se observo una mayor diversidad en

el sistema SRI (System of Rice Intensification).

Potencial uso de ge- Se han identificado genes como nifH, nifA, (OMOTAYO et
nes para el estrés am-  groES y cspA en larizosfera del maiz, los cuales  al., 2022)
biental podrian ser empleados para mitigar el estrés

ambiental y mejorar el desarrollo de las plantas

en condiciones adversas.

Deteccion de nuevos La aplicacion de la metagenomica ha permitido  (LAPPE e tal.,
virus en el maiz detectar nuevos virus en el maiz, identificados 2022)

como parte de las familias Betaflexiviridae,

Tombusviridae y Geminiviridae.

Investigacion meta- Ademas del maiz, lainvestigacion metagenémica (Nam et al.,
genomica en otras se ha llevado a cabo en diversas plantas como 2023)
plantas el trigo, la cafia de azucar, el arbol de caucho y

varios vegetales, ampliando asi el conocimiento

sobre la diversidad microbiana en diferentes

contextos vegetales.

Los estudios comparativos entre sistemas de cultivo han revelado diferencias
notables en la diversidad y las propiedades funcionales del suelo, resaltando
la eficacia del enfoque de intensificacion del cultivo de arroz (SRI) por su
mayor diversidad. La exploracion de comunidades microbianas en entornos
agricolas desérticos ha expuesto una diversidad sorprendente y la presencia de
grupos bacterianos desconocidos, evidenciando interacciones novedosas entre
microorganismos y plantas. Los hallazgos en la rizosfera del maiz, como genes
prometedores para reducir el estrés ambiental y el descubrimiento de nuevos
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virus, subrayan el potencial transformador de la metagenomica en la agricultura
(LAPPE et al., 2022; NaM et al., 2023).

La amplitud de aplicacion de la metagendmica no se limita al maiz,
extendiéndose a diversos cultivos como trigo, cafia de azucar, arbol de
caucho y vegetales, ofrece una vision integral de la diversidad microbiana en
entornos agricolas. Estos descubrimientos resaltan el papel fundamental de
la metagendmica en la promocion de practicas agricolas mas sostenibles y
eficaces, fundamentadas en una comprension profunda de las interacciones entre
microorganismos y cultivos.

6.6. METAGENOMICA EN ANIMALES

La investigacion metagendmica ha trascendido el ambito agricola para
adentrarse en el estudio de los animales de granja, aportando un panorama
detallado de la diversidad microbiana en diversas especies. Estudios liderados
por Glendinning y su equipo no solo han identificado una amplia gama de
genomas microbianos en rumiantes, sino que también han revelado la presencia
de numerosos taxones previamente desconocidos, subrayando la vasta riqueza
de la microbiota en estos animales (GLENDINNING et al., 2021). Investigaciones
similares llevadas a cabo por Sato y colaboradores han proporcionado informacion
detallada sobre la composicion bacteriana y la presencia de virus en el rumen
del ganado bovino (SaTo ef al., 2022).

El enfoque metagendémico también ha resultado invaluable en la vigilancia
de patogenos virales en granjas avicolas, ofreciendo una herramienta efectiva
para monitorear y comprender la dindmica de estas infecciones (Kwok et
al., 2022). Mas alla de la identificacion de patdgenos, la investigacion se ha
centrado en explorar la conexion entre la comunidad microbiana y la nutricion
del huésped, revelando diferencias significativas entre animales domésticos y
salvajes, especialmente en cuanto a la presencia de ARG en los microbiomas de
los animales de granja (Q1u et al., 2022). La tabla 50 muestra los resultados mas
relevantes de estos estudios realizados con metagendmica para la evaluacion de
comunidades microbianas en animales.

Estudios especificos sobre resistomas comunes han identificado una
cantidad considerable de ARG en estiércoles animales, resaltando la necesidad
urgente de mejorar los procesos de produccion para minimizar la presencia de
ARG en los ecosistemas agricolas (Qru et al., 2022). Ademas, las estructuras
de las comunidades microbianas han proporcionado informacion valiosa
sobre la fermentacion ruminal, mostrando un potencial aplicativo en futuras
investigaciones relacionadas con la descomposicion de la materia vegetal (SH1
et al., 2022).
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Tabla 50. Estudios y aplicaciones de la metagenomica en la evaluacion de
comunidades microbianas en animales

Tema/hallazgo

Descripcién

Referencias

Estudio metagendémico
en rumiantes

Glendinning ef al. realizaron un estudio meta-
gendmico en cuatro rumiantes, construyendo
391 genomas microbianos, de los cuales 279
eran nuevos taxones.

(GLENDINNING et
al.,2021)

Ensamblaje de genomas
del rumen

SATO et al. ensamblaron 146 genomas del
rumen del ganado vacuno.

(Sato et al., 2022)

Utilidad en el rastreo de
patdgenos virales

Un estudio reciente sobre comunidades virales
en granjas de pollos indico la utilidad de la
metagendmica en el seguimiento de patdgenos
virales.

(Kwok et al.,
2022)

Resistencia a antibioticos
en estiércoles

Un estudio de resistomas comunes mostrd
201 AGRs en estiércoles de animales, siendo
reducidos en compost comercial.

(Quuetal., 2022)

Luz sobre fermentacion
ruminal

Las estructuras de las comunidades microbia-
nas han proporcionado informacion sobre la
fermentacion ruminal, Gitil para investigacio-
nes sobre degradacion de biomasa vegetal.

(SH1 et al., 2022)

Metagenomica en ani-
males acuaticos

Herramienta para explorar comunidades
microbianas, mejoramiento de la calidad
del agua, tratamiento de aguas residuales y
prevencion de enfermedades.

(RIEDER et al.,
2023)

Caracterizacion de la di-
versidad microbiana en
estanques de camarones

Estudio previo que describi6 la diversidad
microbiana en estanques de camarones.

(LE et al., 2020)

Identificacion de géneros
bacterianos en el intesti-
no de camarones

Identificacion de géneros bacterianos en el
intestino de camarones, relacionados con su
rapido crecimiento.

(RIEDER et al.,
2023)

Evaluaciéon de la efi-
ciencia de tecnologias
acuicolas

Uso de metagenomica para evaluar tecnolo-
gias recién desarrolladas en granjas de camaro-
nes, mostrando mayor presencia de patdogenos
oportunistas en acuicultura basada en biofloc.

(NAM et al., 2023)

La investigacion metagenomica en animales especialmente de granja no solo
ha ampliado el entendimiento sobre la diversidad microbiana, sino que también
ha destacado la importancia de controlar la propagacion de patdgenos y ARGen
los ecosistemas agricolas. Este enfoque multidisciplinario ofrece oportunidades
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significativas para mejorar la salud y la sostenibilidad en la produccion animal
y, por ende, en la agricultura en su conjunto.

7. CONCLUSIONES

La metagenomica representa una ventana fascinante hacia el mundo
microscopico que nos rodea. Su capacidad para revelar la diversidad y complejidad
de las comunidades microbianas en diferentes entornos la posiciona como una
herramienta invaluable en la investigacion cientifica y el entendimiento de la vida
a escala microbiana. A medida que se avanza en esta disciplina, seguramente se
descubriran nuevos horizontes y aplicaciones que continuaran transformando el
conocimiento del microcosmos invisible.

El impacto de la metagendémica en la comprension del mundo microbiano ha
sido trascendental. Ha abierto nuevas puertas en la investigacion cientifica, per-
mitiendo explorar ecosistemas invisibles y entender las complejas interacciones
entre los microorganismos. Ademas, ha impulsado avances significativos en
campos como la medicina, la biotecnologia y la conservacion del medio ambiente.
El estudio detallado de la metagendmica en microbiologia revela su impacto en la
comprension de la diversidad microbiana y su aplicacién en una amplia gama de
campos. Inicialmente, se exploraron las generalidades de la metagendmica, desde
su historia hasta su clasificacion y su profunda relacion con la ecologia microbia-
na. Las estrategias de analisis en metagendmica, desde la secuenciacion hasta el
metacodigo de barras, demuestran la versatilidad y amplitud de esta disciplina.

En el ambito clinico, la metagendomica ha revolucionado el diagndstico
microbiologico y la comprension de la microbiota, microbioma y fendmenos
como la disbiosis. Los estudios metagenémicos en enfermedades infecciosas,
microbiomas, aplicaciones oncologicas y la presencia de viromas han abierto
nuevas vias en la medicina diagnostica.

La metagenomica no solo ha contribuido al diagndstico, sino que también
ha revelado informacion crucial sobre la resistencia antibacteriana y sus bases
genéticas. El analisis de los mecanismos de resistencia, tipos y métodos para
identificar bacterias resistentes refuerza su utilidad en la lucha contra la resistencia
a antibidticos, aunque enfrenta desafios y limitaciones.

Ademas de su impacto clinico, la metagendmica ha transformado la compren-
sion de la microbiologia ambiental, la diversidad microbiana en suelos, agua, aire,
agricultura y el mundo animal. Estos avances han iluminado la complejidad y la
interconexion de los ecosistemas microbianos en diferentes entornos.

Finalmente, la metagendmica no solo ha revolucionado la microbiologia, sino
que ha abierto un vasto campo de posibilidades en la comprension de la vida
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microbiana y su aplicacion en el diagnostico apoyando la medicina personalizada
y otras areas del conocimiento como la ecologia y la agricultura.
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En el campo de la medicina actual, el diagndstico ha experimentado
una revolucion sin precedentes gracias al avance de las ciencias
omicas y de la metagendmica. En este contexto, el presente libro
titulado Aplicaciones de las ciencias émicas en el diagnéstico clinico y
la metagendémica, emerge como una guia imprescindible para
comprender y aplicar estas innovadoras herramientas en el campo
del diagndstico clinico y microbiologico.

Dividido en dos partes fundamentales, este libro aborda, en primer
lugar, las aplicaciones de las ciencias émicas en el diagnéstico,
explorando detalladamente la genémica, la transcriptémica, la
protedmica y la metabolémica. A través de un andlisis exhaustivo,
se desglosan las aplicaciones en diagnéstico de enfermedades
genéticas, infecciosas y cronicas.

En la segunda parte, el enfoque se dirige hacia la metagenémica,
una disciplina que ha transformado radicalmente el entendimiento
de los microbiomas y su impacto en la salud humana y ambiental.
Desde sus fundamentos hasta sus aplicaciones mas avanzadas, este
libro ofrece una panordmica completa de la metagendémica y su
papel en el diagnostico clinico microbiolégico, destacando su
relevancia en la identificacion de microorganismos, la resistencia
antimicrobianay el andlisis de microbiomas.
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