METAGENOMICA CLINICA
TRASLACIONAL

DISRUPCION DEL CULTIVO MICROBIOLOGICO
MEDIANTE SECUENCIACION DE NANOPOROS Y
DIAGNOSTICO MOLECULAR DIRECTO

\"7“7\ ‘gi‘; ‘
= R\
N
\H
Y “Ho

y. \

ISBN: 978-9907-818-61-1

Deyaneira Dayana Cevallos Arteaga




ACACFESA SAS.
WL L

Metagenomica Clinica Traslacional

Disrupcion del Cultivo Microbiologico mediante Secuenciacion de

Nanoporos y Diagnostico Molecular Directo.

Autores:

Deyaneira Dayana Cevallos Arteaga

Codigo ORCID: https://orcid.org0000-0003-3661-0022

Correo electronico institucional: deyaneira.cevallos@upec.edu.ec

Filiacidn institucional: Universidad Politécnica Estatal del Carchi

il


https://orcid.org0000-0003-3661-0022/
mailto:deyaneira.cevallos@upec.edu.ec

Editorial “ACACFESA SAS”

La presente obra fue revisada por 2 pares académicos externos ciegos conforme al proceso

editorial de ACACFESA SAS.

Los rigurosos procedimientos editoriales de ACACFESA SAS garantizan la seleccion de

manuscritos por sus aportes significativos al conocimiento y cualidades cientificas.
Editorial: ACACFESA SAS.

Sello editorial: 978-9907-818

Teléfono: (+593) 998955446

Web: https://acacfesa.com/editorial/index.php/1

ISBN: 978-9907-818-61-1

Doi: https://doi.org/10.70577/1drdmb17/ACACFESA.EDITORIAL

Afo: Septiembre 2026
Aviso Legal

El contenido de esta obra, que incluye ilustraciones, textos, tablas, graficos, cuadros y
referencias bibliogréficas, es responsabilidad inica del autor o autores. Lo que se ha dicho, los
criterios y los datos no reflejan necesariamente la posicion institucional ni el pensamiento de

la Editorial ACACFESA SAS.
Derechos de Autor ©

Este documento se publica conforme los términos y condiciones de la EDITORIAL

ACACFESA SAS

Esta obra esta bajo una licencia internacional

(@

Creative Commons Atribucion-NoComercial-Compartirlgual 4.0

111


https://acacfesa.com/editorial/index.php/1
https://doi.org/10.70577/1drdmb17/ACACFESA.EDITORIAL

La "Editorial ACACFESA SAS " y todos sus autores tienen la propiedad tnica de los derechos
de autor y de propiedad intelectual e industrial relacionados con el contenido de esta
publicacion. La reproduccion total o parcial de esta obra, su almacenamiento en sistemas
informaticos, su tratamiento digital y cualquier tipo de distribucion, transmisiéon o
comunicacion publica por medios electronicos, Opticos, mecanicos, quimicos, fotograficos o
de grabacion estan prohibidos. Esto se encuentra bajo las sanciones que establece la legislacion
vigente a menos que se cuente con la autorizacidon previa y por escrito de los titulares del

copyright.

Queda excluido tinicamente el uso con fines académicos o de investigacion cientifica, siempre
que no busque objetivos comerciales y se ejecute sin remuneracion, debiendo mencionarse en
todo momento a la fuente editorial correspondiente. Los autores son los tnicos responsables
de las opiniones expresadas en los diferentes capitulos, las cuales no necesariamente

representan el punto de vista institucional de la editorial.
Constancia de Arbitraje

La Editorial ACACFESA SAS, certifica que este libro es el resultado de un estudio llevado a
cabo por los autores, el cual fue evaluado por jurados expertos bajo el sistema de Pares
Externos, tanto en contenido como en forma. Asimismo, se llevo a cabo un analisis del método
de investigacion, paradigma y enfoque; a partir de la matriz epistémica adoptada por los
autores, utilizando las normas APA, Séptima Edicion y el proceso de antiplagio en linea

turniting para asegurar que la obra fuera cientifica.

Revisor par externo 1

Lema Balla Juan Carlos

Revisor par externo 2

Diego Herndn Gomez Miranda

v



Prologo

La microbiologia clinica esta experimentando una transformacion significativa gracias
a las tecnologias emergentes que permiten la evaluacion directa del material genético de los
microorganismos en las muestras de pacientes. Durante muchos afios, el diagndstico de
infecciones se ha fundamentado principalmente en el cultivo microbiologico, que ha sido una
herramienta fundamental para reconocer agentes patdgenos y seleccionar el tratamiento mas
adecuado. A pesar de, en el enfoque presenta limitaciones, como el prolongado tiempo
necesario para el crecimiento, la solicitud de condiciones especificas para el cultivo y la

dificultad para recuperar ciertos microorganismos.

En donde se ha impulsado la busqueda de métodos alternativos que proporcionen
informacion mas rapida, exhaustiva y precisa. En donde el marco, la metagenémica clinica
traslacional emerge como una alternativa que integra los avances en biologia molecular,
bioinformatica y atencion médica, ofreciendo un enfoque novedoso para el diagnéstico de
infecciones: la identificacion directa de las huellas genéticas de los microorganismos en las

muestras de los pacientes.

La secuenciacion mediante tecnologia de nanoporos es una de las herramientas que esta
impulsando donde el cambio, debido a su capacidad de analizar rapidamente fragmentos de
ADN y ARN, generando datos genéticos que pueden ser interpretados en tiempo real. A
diferencia de los métodos convencionales, el diagnostico molecular directo no requiere que el
microorganismo sea cultivable, lo que expande las oportunidades para identificar agentes
infecciosos que podrian no ser detectados por técnicas tradicionales. Esta habilidad es
especialmente vital en contextos clinicos donde el tiempo es un factor critico, ya que la rapida
identificaciéon del agente causante puede facilitar decisiones terapéuticas, disminuir

tratamientos empiricos innecesarios y promover un uso mas eficiente de los recursos.

La metagenémica clinica no se limita a sustituir una técnica por otra, sino que busca
revolucionar nuestra comprension y enfoque hacia el diagnéstico microbiologico. A través del
analisis conjunto del material genético de una muestra, tenemos la oportunidad de investigar
comunidades microbianas complejas, descubrir microorganismos sorprendentes y obtener
datos cruciales sobre genes de resistencia a antimicrobianos, asi como otros aspectos esenciales

para la interpretacion clinica.

Entre el enfoque renovado es especialmente valioso en casos de infecciones de origen

desconocido, infecciones causadas por multiples microorganismos o cuando los métodos



convencionales no logran proporcionar un diagndstico adecuado. Asi, el laboratorio se
transforma de un simple lugar de cultivo de microorganismos a un entorno mas interactivo,
enfocado en la lectura y andlisis de informacion molecular. A pesar de, el verdadero potencial
de esta evolucion reside en su habilidad para adaptar los resultados tecnoldgicos a las

necesidades especificas de los pacientes.

La integracion de la secuenciacion de nanoporos en el diagnostico clinico exige una
combinacion de criterios microbioldgicos, moleculares, bioinformaticos y clinicos, ademas de
aspectos como la calidad de la muestra, la posible contaminacion, la interpretacion de
resultados y la existencia de infraestructura especializada. Por ello, la metagenomica clinica
traslacional debe considerarse un proceso de integracion, en lugar de simplemente la adopcion
de una nueva tecnologia. Su valor real se manifiesta en la conversion de la informacion genética
recogida de una muestra en conocimiento clinicamente relevante y oportuno, que apoye

decisiones bien fundamentadas.

El avance de pasar de observar microorganismos mediante su crecimiento a identificar
su material genético de forma directa constituye un cambio importante, tanto en términos
tecnologicos como conceptuales. Esta progresion no solo permite diagndsticos mas rapidos y
completos, adaptados a la complejidad microbiana de cada paciente, sino que también
introduce nuevos desafios relacionados con la interpretacion de datos, la estandarizacion de

procedimientos y su integracion efectiva en los servicios de salud.

En conclusidn, la metagendmica clinica traslacional representa una microbiologia que
evoluciona de la espera a la prevision, del aislamiento de microorganismos a la interpretacion
de comunidades genéticas, y de un diagndstico que so6lo se basa en cultivos a una comprension
mas profunda de las infecciones a nivel molecular. En donde la secuenciacion de nanoporos y
el diagndstico molecular directo se han convertido en herramientas esenciales para

proporcionar respuestas diagnosticas mas rapidas y precisas.

El verdadero reto ya no consiste inicamente en desarrollar tecnologias que generen
grandes cantidades de informacion, sino en aprender a convertir esa informacion en decisiones
clinicas que realmente beneficien al paciente y fortalezcan la capacidad de la microbiologia

para abordar las infecciones tanto actuales como futuras.
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CAPITULO 1

Biofisica de la Translocacion de Acidos Nucleicos en Nanoporos de Proteina

La evolucidn de la gendmica diagndstica ha transitado desde la dependencia de cultivos
microbiologicos tradicionales hacia metodologias moleculares avanzadas que permiten una
caracterizacion agnostica de los ecosistemas biologicos. Como bien exponen (Nielsen et al.,
2025), la metagenoémica clinica se ha consolidado como un paradigma que trasciende las
limitaciones de la PCR convencional al no requerir dianas genéticas preestablecidas,
facilitando la identificacion de patdgenos en escenarios criticos donde el tiempo es un
determinante de supervivencia. En el epicentro de esta revolucion técnica se halla la
secuenciacion de tercera generacion (TGS), especificamente la tecnologia basada en
nanoporos, cuya base biofisica radica en la monitorizacion de fendmenos electroquimicos a

escala nanométrica.

La evolucion de la secuenciacion del material genético puede interpretarse como un
proceso continuo que busca observar el genoma con mayor exactitud, velocidad y profundidad.
La primera etapa, fundamentada principalmente en el método de Sanger, establecio las bases
para la lectura sistematica de las secuencias de ADN y transformo el campo de la genética
molecular. Posteriormente, surgié la segunda etapa, conocida como secuenciacion masiva de
nueva generacion (NGS), que incrementd de manera notable el numero de fragmentos que
podian ser analizados simultdneamente, convirtiéndose en una herramienta fundamental para

la investigacion biomédica y el diagndstico molecular.

Aun asi, la fragmentacion del ADN y la prevalencia de lecturas breves restringieron la
capacidad de resolver areas repetitivas, variantes estructurales, reordenamientos complejos y
relaciones entre variantes distantes. Con la introduccion de la tercera etapa, que se basa en
tecnologias de lectura larga, esta situacion se transformo, permitiendo el analisis de moléculas
de ADN significativamente mas largas y manteniendo informacion sobre la organizacion real
del genoma. Actualmente, las plataformas de Oxford Nanopore Technologies y Pacific
Biosciences son lideres en este enfoque y han expandido su utilidad hacia la investigacion

clinica y la medicina personalizada.

El aumento de la secuenciacion de lectura larga subraya que ya no se limita a ser una
tecnologia experimental enfocada en la investigacion basica. En 2024, revisiones
especializadas resaltaron su creciente relevancia para el diagndstico molecular, la seleccion de

tratamientos y el andlisis de enfermedades genéticas, especialmente porque facilita la



exploracion de areas del genoma que antes eran parcialmente inalcanzables con lecturas cortas.
En particular, las aplicaciones clinicas se han enfocado en la identificacion de variantes
estructurales, expansiones de repeticiones, cambios epigenéticos y variantes de nucleétido

unico en regiones complejas.

La tecnologia de Nanopore es fundamental, ya que proporciona un enfoque novedoso
para comprender el material genético. En lugar de adherirse al método convencional de crear
nuevas cadenas o interpretar sefiales fluorescentes, la secuenciaciébn con nanoporos se
fundamenta en el transito de una molécula de 4cido nucleico a través de un pequeiio poro en
una membrana. Al interactuar la molécula con el poro, se modifica la corriente i6nica del
sistema, provocando variaciones eléctricas que pueden ser capturadas y, con la asistencia de

algoritmos de andlisis, transformarse en una secuencia de nucledtidos.

En el procedimiento implica conceptos de transporte molecular, fuerzas electrostaticas,
diferencias de potencial eléctrico, interaccion entre el acido nucleico y el nanoporo, asi como
la dindmica de conformacion y el control de la velocidad de paso. En consecuencia, entender
la tecnologia Nanopore implica méas que solo familiarizarse con el equipo; se trata de
aprehender la biofisica que describe como una molécula bioldgica atraviesa un canal
nanométrico y cobmo ese desplazamiento se convierte en informacion digital. De esta manera,
la biofisica se erige como el fundamento que conecta la escala molecular con la informacion

que finalmente interpreta el investigador o el especialista de salud.

El proceso de translocacion de un acido nucleico a través de un nanoporo no es un acto
pasivo; esta condicionado por elementos tales como el campo eléctrico, la conductividad
10nica, las caracteristicas geométricas y quimicas del poro, la estructura de la molécula y el
funcionamiento de proteinas motoras que controlan su desplazamiento. Cada variacion en la
corriente eléctrica transporta informacion sobre la naturaleza de la molécula que atraviesa el
nanoporo, lo que implica que una pequena propiedad fisica puede convertirse en una senal

capaz de revelar datos genéticos.

La medicina de precision adquiere un significado mas profundo al considerar su
capacidad para examinar grandes areas del genoma. Esto no solo permite mantener el contexto
de las variantes, sino que también facilita la deteccion de alteraciones estructurales, fusiones
de genes, modificaciones epigenéticas, variantes complejas y patrones que, de otro modo,
serian dificiles de reconstruir con fragmentos breves. Por ejemplo, en el &mbito de la oncologia,

se han explorado las aplicaciones del Nanopore para identificar mutaciones, variantes de



empalme, fusiones, cambios epigenéticos y otros biomarcadores que pueden ser esenciales para

orientar decisiones en tratamientos.

De manera analoga, en situaciones de enfermedades raras, la lectura extensa puede
ayudar a identificar alteraciones que suelen estar ocultas en analisis genéticos tradicionales,
permitiendo asi una caracterizacion molecular mas exhaustiva del paciente. De este modo, la
biofisica del nanoporo se transforma de ser meramente un conocimiento teorico de laboratorio
a un componente fundamental que convierte una sefial molecular en datos que se pueden

interpretar en un contexto clinico.

En este marco, el Capitulo 1. Biofisica de la Translocaciéon de Acidos Nucleicos en
Nanoporos de Proteina se ha estructurado para llevar al lector de manera gradual desde los
fundamentos histdricos y tecnoldgicos hasta el entendimiento del fendmeno molecular que

permite la secuenciacion mediante nanoporos.

La evolucion de las tecnologias de secuenciacion de primera, segunda y tercera
generacion, destacando sus aportes y limitaciones. Luego, se discute el surgimiento de
Nanopore y el progreso de la secuenciacion de lectura larga en el &mbito de la investigacion y
el diagnostico clinico. Posteriormente, se examinan los principios biofisicos que gobiernan la
translocacion de ADN y ARN a través de nanoporos proteicos, incluyendo la funcion del campo

eléctrico, la corriente idnica y las interacciones moleculares.
1.1. Dinamica de la corriente idnica a través de poros de a-hemolisina y MspA

La arquitectura fundamental de un secuenciador de nanoporos se basa en la inmersion
de una proteina de canal en una bicapa lipidica sintética de alta resistencia eléctrica, la cual
separa dos compartimentos electroliticos. La transduccion de informacion bioldgica en datos
digitales se inicia mediante la aplicacion de un gradiente de potencial eléctrico a través de esta
membrana, lo que induce un flujo constante de iones, denominado corriente de base. (J. Zhang
et al., 2022) describen este proceso como una técnica de deteccion de molécula tinica que
elimina la necesidad de amplificacion por PCR, mitigando asi los sesgos de representacion

genomica y los errores derivados de la polimerizacion in vitro.

Historicamente, el desarrollo de estos biosensores estocasticos ha dependido de la
ingenieria de proteinas formadoras de poros, como la a-hemolisina (a-HL), una toxina
secretada por Staphylococcus aureus, y la porina A de Mycobacterium smegmatis (MspA). La
biofisica de la translocacion a través de la a-HL se caracteriza por la geometria de su lumen,

que posee un "vestibulo" y una constriccion mas estrecha. Sin embargo, como sefialan (Van



Dijk et al., 2023), la resolucion de base individual en la a-HL se veia limitada por la longitud
de su zona de deteccion, que abarcaba multiples nucleotidos simultaneamente, lo que generaba

sefales de corriente complejas y dificiles de deconvolucionar.

En contraste, el poro MspA presenta una morfologia de embudo con una constriccion
significativamente mas corta y estrecha, lo que optimiza la sensibilidad hacia el radio
hidrodindmico y la carga de los nucledtidos que transitan por ¢l. La dindmica de la corriente
ionica es extremadamente sensible a la identidad quimica de la macromolécula; cada base (A,
T, C, G) o sus variantes modificadas, como la 5-metilcitocina (5SmC), ocluyen el poro de manera
diferencial. Esta obstruccion estérica altera la conductancia del canal, provocando caidas de
corriente especificas que se traducen en lo que se conoce como "sefiales de garabato" o
squiggles. Segin (Agustinho etal.,, 2024), esta capacidad de detectar modificaciones
nucleotidicas directamente durante el transito molecular permite que plataformas como las de
Oxford Nanopore Technologies (ONT) realicen un perfilado epigenético en tiempo real, una
funcionalidad que las tecnologias de lectura corta no pueden igualar sin tratamientos quimicos

agresivos o protocolos adicionales de preparacion de librerias.

La evolucion hacia los poros de la serie R10, derivados de la proteina CsgG, ha refinado
alin mas esta cinética ionica. (Van Dijk et al., 2023) explican que el poro R10 integra multiples
regiones de lectura dentro del mismo canal, lo que incrementa sustancialmente la precision del
basecalling al permitir una validacién redundante de cada base mientras atraviesa el sensor.
Esta configuracion biofisica permite alcanzar niveles de fidelidad superiores al 99.6% en
lecturas simplex y hasta el 99.9% en lecturas duplex, cerrando la brecha de exactitud que

historicamente separaba a la TGS de la secuenciacion por sintesis de Illumina.
1.2. Cinética de la helicasa y control de la velocidad de translocacion de bases

Uno de los desafios biofisicos mas complejos en la secuenciacion de nanoporos es el
control de la velocidad a la que el 4cido nucleico atraviesa el sensor. En un estado de
electroforesis libre, el ADN translocaria a una velocidad de microsegundos por base, lo que
impediria la captura de datos con la resolucion temporal necesaria para distinguir las
fluctuaciones de corriente. Para resolver este inconveniente, se emplea una proteina motora,
generalmente una helicasa, que se acopla al extremo de la molécula de ADN durante la
preparacion de la libreria. (S. Zhang et al., 2025) ilustran como esta enzima actia como un
freno molecular o trinquete (ratchet), desenrollando la doble hélice y regulando el paso de una

sola hebra a través del nanoporo a una velocidad controlada.



La cinética de esta helicasa es sensible a diversos factores ambientales y biofisicos.
(Van Dijk et al., 2023) detallan que la temperatura operativa de la celda de flujo es un pardmetro
critico para modular esta velocidad. Por ejemplo, al operar a temperaturas reducidas (~28 °C),
la actividad enzimatica de la helicasa disminuye, lo que reduce la velocidad de translocacion y
mejora la relacion sefial-ruido, aumentando consecuentemente la precision de la lectura. Por el
contrario, temperaturas mas elevadas aceleran el proceso, incrementando el rendimiento de
datos totales (throughput) pero potencialmente comprometiendo la fidelidad si la tasa de

muestreo del sensor no es suficiente para capturar las transiciones rapidas de corriente.

El control de la translocacion no es solo una cuestion de velocidad constante, sino de
una progresion coordinada base por base. El motor proteico utiliza la energia de la hidrdlisis
de ATP para superar la barrera termodindmica del desenrollamiento genémico. Como indican
(Agustinho et al., 2024), esta sincronizacién enzimatica asegura que el ADN no transite de
manera erratica, lo cual es vital para el éxito de los algoritmos de basecalling basados en redes
neuronales recurrentes (RNN). Estos modelos computacionales estan disefiados para
interpretar la secuencia temporal de sefiales de corriente, y dependen de la estabilidad cinética
proporcionada por la helicasa para asignar identidades nucleotidicas con alta confianza.
Ademads, innovaciones recientes como la quimica V14 de ONT han introducido motores
proteicos optimizados que permiten una secuenciacion mas estable y homogénea, minimizando
los eventos de deslizamiento enzimatico que solian introducir errores de insercion y delecion

en regiones de homopolimeros.

La integracion de este control cinético con técnicas de muestreo adaptativo (adaptive
sampling) representa un avance biofisico sin precedentes. Como explican (Agustinho et al.,
2024) y (Marchukov et al., 2023), este software permite que el secuenciador "decida" en tiempo
real si contina leyendo una molécula o si invierte el voltaje para expulsarla del poro. Este
fenomeno es posible gracias a que la helicasa permite una lectura inicial suficiente para que el
software compare la sefial con una base de datos de referencia (como el genoma humano) y
descarte las lecturas no deseadas, concentrando los recursos del sistema en la deteccion de

sefiales microbianas de baja abundancia.

En el estudio se interpreta en la helicasa como un motor molecular regulador, cuya
actividad no puede separarse de las fuerzas electroforéticas, la friccion, la energia libre y las
fluctuaciones térmicas. El control de estos fendémenos determina la velocidad con la que cada
segmento del acido nucleico atraviesa el nanoporo y, por tanto, la calidad de la informacion

genética obtenida.



Tabla 1

La helicasa como un motor molecular regulador

Factor biofisico

Mecanismo de accion

Efecto sobre la
translocacion

Importancia en la
secuenciacion

Nanopore

ATP La helicasa utiliza la Proporciona la energia ~ Permite regular el
energia libre liberada necesaria para el avance del ADN o
durante la hidrdlisis de desplazamiento ARN y mantener una
ATP para producir cambios controlado de la velocidad compatible
conformacionales y molécula. con la deteccion de la
movimiento sobre el 4cido sefial eléctrica.
nucleico.

Energia libre La hidrolisis de ATP Determina la capacidad  Explica por qué la
modifica el estado del motor para superar  helicasa puede
energético de la proteinay  barreras energéticas transformar energia
favorece la transicion entre  durante cada ciclo de guimica en
diferentes estados translocacion. movimiento molecular
conformacionales. direccionado.

Cinética La velocidad depende de Establece la frecuencia  Controla el tiempo de

enzimatica las etapas de union del con la que el motor permanencia de cada
ATP, hidrdlisis, liberacion  puede avanzar sobre la  regién del acido
de productos y cambios cadena. nucleico frente al
conformacionales de la nanoporo.
helicasa.

Helicasa Actlla como motor Reduce y estabiliza la Evita que el ADN o
molecular que se une al velocidad de ARN atraviese el
acido nucleico y regulasu  translocacion. nanoporo demasiado
desplazamiento mediante rapido y favorece una
ciclos cataliticos. lectura eléctrica

resolutiva.

Fuerza El campo eléctrico aplicado  Impulsa la molécula Proporciona la fuerza

electroforética

al nanoporo interacta con
las cargas del acido
nucleico y favorece su
desplazamiento a través del
canal.

hacia el interior del
nanoporo.

externa que permite la
translocacion y
contribuye al
movimiento
direccionado.

Friccién
molecular

La interaccion del acido
nucleico con el medio
acuoso, las paredes del
nanoporo y las proteinas
genera resistencia al
movimiento.

Disminuye o limita la
velocidad de
desplazamiento.

Contribuye al
equilibrio entre las
fuerzas que impulsan y
restringen la
translocacion.

Interacciones
acido nucleico—
nanoporo

Los nucleétidos interacttian
con residuos y estructuras
presentes en el canal
mediante fuerzas

Modifican la velocidad
y estabilidad del paso
por el poro.

Permiten que las
diferentes
configuraciones
moleculares produzcan




electrostaticas y otras
interacciones moleculares.

cambios detectables en
la corriente iénica.

Temperatura

Modifica la energia
térmica, la movilidad
molecular, la velocidad de
las reacciones enzimaticas
y la estabilidad de la
proteina motora.

Puede acelerar las
etapas cinéticas hasta
cierto limite;
temperaturas excesivas
pueden afectar la
estabilidad funcional.

Es fundamental para
mantener un equilibrio
entre actividad de la
helicasa, estabilidad
molecular y calidad de
la sefial.

Fluctuaciones
térmicas

El movimiento molecular
aleatorio aumenta con la
energia térmica y afecta las
conformaciones de la
helicasa y del &cido
nucleico.

Introduce variaciones
en la velocidad y
posibles eventos de
retroceso 0 pausas.

Influye en la
variabilidad de las
sefiales registradas y
en la precision de la
lectura.

Conformacion
de la helicasa

La proteina alterna entre
diferentes estados
estructurales asociados con
la union e hidrolisis de
ATP.

Determina cuando el
motor se detiene,
avanza o puede
retroceder.

Permite un control fino
del desplazamiento de
la cadena a través de la
regién censora.

Secuencia del
acido nucleico

Las caracteristicas de la
secuencia pueden
modificar las interacciones
entre el sustrato y el motor
molecular.

Puede producir
diferencias en la
velocidad de avance y
en los tiempos de
permanencia.

Explica parte de la
variabilidad de la sefial
y de la cinética
observada durante la
secuenciacion.

Tiempo de
permanencia

Corresponde al intervalo
durante el cual una region
de la molécula permanece
dentro de la zona sensible
del nanoporo.

Una mayor
permanencia facilita la
adquisicion de
informacion eléctrica;
una permanencia
demasiado corta
dificulta la resolucion.

Es determinante para
convertir las
variaciones de
corriente ionica en
informacion sobre la
secuencia.

Corriente iénica

El paso de iones a través
del nanoporo cambia
cuando diferentes
segmentos del acido
nucleico ocupan el canal.

La sefial eléctrica
refleja el estado
molecular presente en
el nanoporo.

Constituye la sefial
primaria que los
sistemas Nanopore
procesan para
determinar la
secuencia.

Equilibrio de
fuerzas

Resulta de la interaccion
entre fuerza electroforética,
accion del motor, fricciény
fluctuaciones térmicas.

Determina la velocidad
neta y la direccion de la
translocacion.

Define las condiciones
bajo las cuales puede
realizarse una lectura
molecular estable y
reproducible.

Nota: Elaboracion propia a partir de y (Marchukov et al., 2023),

La dindmica de la helicasa es fundamental para comprender el funcionamiento de la
secuenciacion mediante nanoporos. Esta proteina sirve como un motor molecular que dirige el

desplazamiento del ADN o ARN hacia el interior del canal de deteccion. Emplea la energia



libre producida al descomponer ATP para generar cambios en su estructura y gestionar el

movimiento a lo largo de la cadena de 4cidos nucleicos.

Desde una perspectiva biofisica, la tasa de translocacion es resultado de un delicado
balance entre diversos elementos: la energia quimica del ATP, la actividad cinética de la enzima,
la fuerza electroforética del campo eléctrico, la friccion molecular del medio, y las
interacciones entre el acido nucleico, la helicasa y las paredes del nanoporo. Ademas, la
temperatura juega un papel significativo, puesto que sus variaciones afectan la energia térmica
disponible, la movilidad de las moléculas y la rapidez de las reacciones enzimaticas. Esto puede
facilitar el movimiento hasta cierto grado, pero si la temperatura es excesivamente alta, podria

perjudicar la estabilidad estructural y funcional de la proteina.

Al examinar todos estos factores, se hace claro que la helicasa no solo transporta la
molécula, sino que también controla la velocidad de lectura. Las paradas, los progresos y los
retrocesos del motor determinan el tiempo que cada segmento permanece frente a la zona

censora del nanoporo.

En la regulacion es esencial, ya que una translocacion demasiado acelerada podria
obstaculizar la capacidad del sistema para detectar las variaciones en la corriente idnica
relacionadas con los nucledtidos. En contraste, un movimiento bien controlado permite obtener

senales eléctricas con la resolucidon necesaria para reconstruir la secuencia genética.

1.3. Biofisica de las lecturas ultra-largas (Ultra-long reads) y su rol en el ensamblaje de

novo

La caracteristica mas distintiva y disruptiva de la secuenciacion por nanoporos es su
capacidad para generar lecturas cuya extension esta limitada inicamente por la integridad fisica
del fragmento de acido nucleico introducido. Mientras que las tecnologias de segunda
generacion se ven restringidas a fragmentos de unos pocos cientos de pares de bases, los
nanoporos pueden procesar lecturas de megabases de longitud. (Van Dijk etal., 2023)
mencionan que se han reportado lecturas que superan los 4 Mb, lo cual es suficiente para

abarcar genomas bacterianos completos en una sola secuencia continua.

La biofisica de estas lecturas ultra-largas (ULR) es fundamental para resolver la
"materia oscura" de los genomas, las regiones altamente repetitivas, los elementos genéticos
moviles y las variaciones estructurales complejas. Como argumentan (Agustinho et al., 2024),
las lecturas cortas suelen fragmentarse al encontrarse con repeticiones intragenomicas que son

mas largas que la propia lectura, lo que resulta en ensamblajes altamente fragmentados y llenos



de brechas (gaps). Las ULR actiian como "puentes" fisicos que atraviesan estas regiones

repetitivas, permitiendo un ensamblaje de novo mucho mas contiguo y preciso.

El impacto de las ULR en la metagendmica clinica es profundo. En el estudio de brotes
hospitalarios, la capacidad de discernir si un gen de resistencia a los antimicrobianos (AMR)
se encuentra en el cromosoma bacteriano o en un plasmido es crucial para entender la dindmica
de transmision horizontal. (Agustinho et al., 2024) destacan que las lecturas largas permiten el
ensamblaje completo de plasmidos circulares y la identificacion de eventos de transferencia
genética que serian indetectables con lecturas cortas. Ademas, en el ambito de la gendmica
humana, las ULR han facilitado la publicacion de los primeros genomas completos de telomero
a telomero (T2T), resolviendo regiones Centroamérica y acrocéntricas que antes se

consideraban inescrutables.

Sin embargo, la obtencion de ULR impone exigencias biofisicas rigurosas durante la
fase preanalitica. La extraccion de ADN de ultra alto peso molecular (UHMW) requiere
protocolos que minimicen el estrés de cizallamiento mecanico. (Van Dijk et al., 2023) sefialan
que los métodos convencionales de extraccidon no son aptos para este fin, siendo necesario
recurrir a técnicas de lisis suave y purificacion basadas en discos magnéticos o0 membranas
especiales que preserven la linealidad de las macromoléculas. Una vez en la celda de flujo, la
dindmica de estas moléculas gigantes también es distinta; su viscosidad y comportamiento
hidrodindmico dentro de los microcanales del secuenciador pueden influir en la eficiencia de

captura por parte de los nanoporos.

El ensamblaje de novo impulsado por ULR elimina el sesgo de confirmacion inherente
a los métodos basados en mapeo contra referencias. En entornos metagendmicos complejos,
donde pueden coexistir multiples cepas estrechamente relacionadas, las lecturas largas
permiten realizar un "faseado" gendmico, es decir, separar los haplotipos y distinguir variantes
de cepas especificas dentro de una poblacion mixta. Como bien sintetizan (Agustinho et al.,
2024), esta capacidad de reconstruir genomas completos a partir de muestras ambientales o
clinicas sin conocimiento previo de su composicion es lo que define el verdadero potencial de
la metagendmica shotgun moderna, permitiendo una vigilancia gendmica con una resolucion

sin precedentes para la salud publica global.

En conclusion, la biofisica de la secuenciacion de nanoporos representa una integracion
magistral de la ingenieria de proteinas, la electroquimica y la computacion avanzada. Desde la
modulacion de corrientes idnicas en canales de MspA hasta la regulacion cinética mediada por

helicasas y la explotacion de lecturas ultra-largas para el ensamblaje gendmico total, esta



tecnologia ha redefinido los limites de lo que es posible en el diagndstico microbiolégico y la

investigacion gendmica contemporanea.

1.4. Quimica de motores enzimaticos y estabilidad de la sefial eléctrica en condiciones de
flujo

La piedra angular de la precision en la secuenciacién por nanoporos reside en la
regulacion exquisita de la cinética de translocacion. En un sistema de electroforesis pura, la
velocidad de transito de un acido nucleico a través de un canal proteico superaria la capacidad
de muestreo de los sensores electronicos actuales, resultando en una pérdida absoluta de
resolucion de base individual. Para mitigar este fendmeno, se emplean motores moleculares,
predominantemente helicasas de alta procesividad, que se anclan al complejo de preparacion
de la biblioteca. Como bien analizan (Q. Zhang et al., 2023), estas enzimas actian como
dispositivos de control cinético o "trinquetes moleculares", utilizando la energia derivada de la
hidrolisis del trifosfato de adenosina (ATP) para desenrollar la doble hélice y permitir el paso

segmentado de una sola hebra a través del lumen del poro.

La estabilidad de la sefial eléctrica es dependiente de la interaccion termodinamica entre
el motor proteico, el 4cido nucleico y las condiciones fisicoquimicas de la celda de flujo.
(Agustinho et al., 2024) destacan que las innovaciones en la quimica V14 de Oxford Nanopore
Technologies (ONT) han optimizado la homogeneidad del flujo i16nico, reduciendo las
fluctuaciones estocasticas de la corriente que anteriormente inducian errores de basecalling.
Esta estabilidad es critica, ya que cualquier variacién no programada en la velocidad de
translocacion altera el tiempo de permanencia (dwell time) de los nucleotidos en la zona de

deteccion del poro, complicando la interpretacion de las sefiales de "garabato" o squiggles.

Un determinante biofisico esencial en este equilibrio es la temperatura operativa del
sistema. Segin explican (Van Dijk etal.,, 2023), la modulacion térmica permite a los
investigadores ajustar el compromiso entre el rendimiento total de datos y la fidelidad de la
lectura. Al reducir la temperatura a niveles especificos (aproximadamente 28 °C), la actividad
catalitica del motor enzimatico se desacelera, lo que aumenta la resolucion temporal de los
eventos de oclusion del poro. Este incremento en la relacion sefial-ruido facilita que los
algoritmos basados en redes neuronales profundas identifiquen con mayor precision las
transiciones entre bases, alcanzando niveles de exactitud que superan el 99% en
configuraciones de lectura tipo duplex (Van Dijk et al., 2023). La relevancia clinica de esta

precision es inmediata, especialmente en la deteccion de variantes de un solo nucledtido (SNV)
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y en la caracterizacion de genes de resistencia antimicrobiana donde un solo error de lectura

podria derivar en una interpretacion erronea del fenotipo de resistencia.
1.4.1. Deteccion directa de modificaciones epigenéticas sin conversion de bisulfito

Uno de los avances mas disruptivos de la biofisica de nanoporos es la capacidad de
interrogar el estado epigenético del genoma de forma nativa. Historicamente, el estudio de la
metilacion del ADN ha dependido de la conversion quimica por bisulfito, un proceso agresivo
que induce una degradacion significativa de las macromoléculas y reduce la complejidad de la
biblioteca genomica al convertir las citocinas no modificadas en uracilo. En contraste, la
secuenciacion de lectura larga permite la identificacion de bases modificadas mediante la

deteccion de perturbaciones sutiles en la conductancia ionica.

Tal como postulan (Agustinho etal., 2024), las bases modificadas como la 5-
metilcitocina (5SmC), la 5-hidroximetilcitocina (5ShmC) o la N6-metiladenina (6mA) poseen
radios hidrodinamicos y densidades de carga ligeramente distintos a sus contrapartes
canonicas. Cuando estas moléculas transitan por la constriccion del nanoporo (especificamente
en los poros de la serie R10), generan perfiles de corriente idnica tnicos. (Van Dijk et al., 2023)
subrayan que esta tecnologia permite el mapeo de patrones de metilacion en regiones
gendmicas que son tradicionalmente inescrutables para las lecturas cortas, tales como

elementos repetitivos, centromeros y regiones teloméricas.

La eliminacion de la conversion de bisulfito no solo preserva la integridad estructural
del ADN, sino que también facilita un andlisis multimodal simultdneo. (Van Dijk et al., 2023)
indican que las plataformas de ONT pueden ahora realizar el "llamado" de la metilacion como
una "quinta base" directamente durante el proceso de secuenciacion primaria, utilizando
modelos de aprendizaje profundo entrenados para reconocer las firmas eléctricas de los
nucledtidos modificados. Esta capacidad tiene implicaciones profundas en la metagendomica
clinica y la oncologia molecular. Por ejemplo, en el anélisis de ADN libre de células (cfDNA)
circulante, la deteccion directa de cambios en la metilacion permite identificar el tejido de
origen de un tumor o distinguir entre ADN derivado del huésped y del patogeno sin necesidad

de protocolos de enriquecimiento costosos (Nielsen et al., 2025).

Ademas, la biofisica de nanoporos permite extender este analisis al ARN de manera
directa, sin la necesidad de sintesis de ADN complementario (cDNA). (Agustinho et al., 2024)
y (Van Dijk et al., 2023) mencionan que esta es la Uinica tecnologia capaz de secuenciar hebras

de ARN nativo, lo que abre la posibilidad de estudiar el EPI transcriptoma completo,
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incluyendo modificaciones como m6A que regulan la estabilidad y la traduccion de los

transcritos virales y bacterianos durante los procesos infecciosos.
1.4.2. Mecdanica de la captura de fragmentos en bibliotecas de baja biomasa

El desafio biofisico de la metagendmica clinica se intensifica cuando el analito de
interés se encuentra en concentraciones minimas frente a un trasfondo abrumador de material
genetico del hospedador. En muestras de baja biomasa, como el liquido cefalorraquideo (LCR)
0 muestras de sangre en etapas tempranas de sepsis, la probabilidad estocastica de que un

fragmento de ADN patdgeno interactie con un nanoporo es extremadamente reducida.

Para superar esta limitacion, la mecanica de captura ha sido optimizada mediante el uso
de adaptadores especializados y técnicas de deplecion del huésped. (L. Zhang et al., 2021)
describen como la preparacion de bibliotecas metagenomicas debe enfocarse en maximizar la
captura de cada molécula Unica. Sin embargo, el problema persiste, la mayoria de los poros
disponibles seran ocupados por ADN humano. Es aqui donde el muestreo adaptativo (adaptive
sampling) o tecnologia "ReadUntil" revoluciona la biofisica del sistema. Como detallan
(Agustinho et al., 2024) y (Marchukov et al., 2023), este software permite que el secuenciador
identifique la secuencia de los primeros cientos de bases que atraviesan el poro; si el software
determina que la molécula pertenece al genoma del huésped, se instruye al sensor para que
invierta la polaridad del voltaje, expulsando fisicamente la hebra del canal y liberandolo para

una nueva captura.

Este mecanismo de "rechazo activo" transforma el dispositivo en un filtro inteligente
de baja biomasa. Al no secuenciar fragmentos humanos irrelevantes, se incrementa
dréasticamente la cobertura de las secuencias microbianas raras. (Ahannach et al., 2021) resaltan
que, en entornos con biomasa limitada, la eficiencia de los métodos de extraccién es critica, ya
que protocolos de lisis demasiado agresivos pueden fragmentar el ADN bacteriano, reduciendo
la eficacia de los motores enzimaticos para iniciar la translocacion. Por lo tanto, se recomienda
el uso de métodos de extraccion de ADN de alto peso molecular (HMW) que preserven la
longitud de los fragmentos, lo que a su vez facilita el ensamblaje de novo y la identificacion de

patdgenos con alta confianza clinica (Van Dijk et al., 2023).

En conclusion, la biofisica de la translocacion en nanoporos integra una quimica de
motores enzimaticos altamente regulada con la capacidad de interrogacion epigenética directa
y una mecanica de captura inteligente. Esta triada tecnologica permite que la metagenémica

shotgun transite de ser una herramienta de investigacion a una plataforma diagnostica robusta,
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capaz de operar en los limites de la sensibilidad molecular y proporcionar datos gendmicos

completos en tiempos clinicamente accionables (Nielsen et al., 2025).
1.5. Optimizacion de la relacion sefial-ruido en dispositivos de deteccion portatil

La viabilidad clinica de los dispositivos portatiles, como el MinlON o el diminuto
Flongle, depende criticamente de la relacion sefial-ruido (SNR, por sus siglas en inglés). En un
sistema donde las corrientes ionicas se miden en la escala de picoamperios (pA), cualquier
fluctuacion estocastica o interferencia electronica puede oscurecer las sutiles diferencias de
conductancia que identifican a cada nucleétido. Tal como analizan (Agustinho et al., 2024), las
plataformas de Oxford Nanopore Technologies (ONT) han evolucionado significativamente en
su ingenieria de poros para maximizar esta sensibilidad, transitando desde los canales R9 hacia
la serie R10.

La arquitectura del poro R10 representa un hito biofisico al incorporar una zona de
lectura extendida con mdltiples puntos de restriccion. Segun explican (Van Dijk et al., 2023),
esta configuracion permite una deteccién redundante de la molécula mientras atraviesa el canal,
lo que incrementa sustancialmente el SNR al permitir que los algoritmos de aprendizaje
profundo validen la identidad de una base mediante sefiales eléctricas correlacionadas en
diferentes niveles del poro. Esta redundancia fisica compensa el ruido térmico inherente a los
biosensores estocasticos, facilitando una precision en el llamado de bases (basecalling) que

ahora compite directamente con las tecnologias de lectura corta (Van Dijk et al., 2023).

Ademas, la optimizacion del SNR en entornos portatiles requiere un control térmico
riguroso. (Agustinho et al., 2024) destacan que la modulacién de la temperatura de la celda de
flujo a niveles operativos especificos (~28 °C en quimicas recientes) es una estrategia bioldgica
para ralentizar la actividad enzimatica del motor proteico. Al desacelerar la translocacion, se
incrementa el tiempo de permanencia (dwell time) de cada nucle6tido en la zona de deteccion,
lo que permite una mayor tasa de muestreo por base y, consecuentemente, una sefial mas limpia
y distinguible del ruido de fondo electrdnico. Esta estabilidad es vital en dispositivos portatiles
que operan fuera de los confines controlados de un laboratorio centralizado, donde las
variaciones ambientales podrian comprometer la integridad de los datos gendmicos (Nielsen
et al., 2025).
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1.6. Influencia del plegamiento secundario del ARN en la secuenciacion directa (Direct-

RNA seq)

La secuenciacion directa de ARN nativo es una funcionalidad exclusiva de la tecnologia
de nanoporos que evita los errores introducidos por la transcripcion inversa y la sintesis de
ADN complementario (cDNA). Sin embargo, la biofisica de la translocacion del ARN se
enfrenta al desafio intrinseco de su estructura secundaria. A diferencia del ADN, el ARN es
una molécula monocatenaria que forma plegamientos intramoleculares complejos, como
horquillas (hairpins) y bucles, estabilizados por interacciones termodinamicas de apareamiento

de bhases.

Como indican (Van Dijk et al., 2023), estos plegamientos secundarios imponen una
barrera energética que el motor proteico debe superar para forzar la hebra a traves del lumen
estrecho del nanoporo. Si el motor no ejerce una fuerza de traccion suficiente para desenrollar
estas estructuras de manera fluida, se producen eventos de pausa o saltos cinéticos que alteran
el perfil de corriente idnica. (Agustinho et al., 2024) subrayan que estas irregularidades en la
velocidad de translocacion son interpretadas por los modelos de redes neuronales recurrentes
(RNN) como anomalias de sefial, lo que histéricamente ha resultado en tasas de error mas
elevadas en ARN en comparacion con ADN.

Figura 1

Influencia del plegamiento secundario de ARN en la secuencia directa
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Influencia del plegamiento secundario del ARN en la secuenciacién directa (Direct-RNA seq)
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A pesar de estas dificultades, la persistencia de la estructura nativa es precisamente lo
que permite la detecciéon de modificaciones epigenéticas, o "epitranscriptomicas”. (Agustinho
et al., 2024) y (Van Dijk et al., 2023) explican que modificaciones como la N6-metiladenosina
(m6A) no solo alteran sutilmente el radio hidrodinamico del nucleétido generando una firma
eléctrica distintiva sino que también pueden influir en la estabilidad de los plegamientos
locales. Por tanto, la biofisica del nanoporo permite una interrogacién multimodal, se lee la
secuencia lineal mientras se decodifican simultaneamente las perturbaciones eléctricas
causadas por las modificaciones quimicas presentes en el ARN original, un logro que las

técnicas basadas en sintesis quimica no pueden replicar (Van Dijk et al., 2023).
1.6.1. Lainfluencia en la rapidez de la translocacion

En DRS, el ARN es trasladado a través del nanoporo por medio de un mecanismo que
involucra una helicasa motora. Con el movimiento del ARN, se generan variaciones en la
corriente idnica, las cuales son luego analizadas por algoritmos de basecalling. La helicasa es
fundamental ya que controla la rapidez con la que el ARN se introduce en el poro, lo que a su
vez afecta el tiempo que cada parte de la molécula permanece en la area sensible del sensor.

Cuando el ARN forma una estructura secundaria estable, como una horquilla con tallo bien
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emparejado, la helicasa debe realizar un mayor esfuerzo para descomponer o desenredar esa

forma antes de que la cadena pueda continuar su avance (Van Dijk et al., 2023).

Desde un enfoque experimental, esto se traduce en diferencias en los tiempos de
permanencia (dwell times) y en la dindmica del movimiento. Por lo tanto, una region
estructurada puede llevar a una translocacion menos consistente en comparacion con una
seccion que es principalmente monocatenaria. Estudios recientes en DRS han mostrado que
incluso algunas alteraciones en las bases pueden influir al mismo tiempo en la sefial de corriente
y en los tiempos de permanencia de la helicasa, lo que revela que la sefial del nanoporo no se

basa Gnicamente en la naturaleza de la base(Van Dijk et al., 2023).
1.6.2. Influencia sobre la helicasa

La helicasa funciona como un motor molecular que se encarga de suministrar el ARN
al nanoporo de manera gradual. Su operacion esta basada en la hidrdlisis de ATP, lo que le
permite manejar el desplazamiento de la molécula a través del sensor. Esto implica que las
estructuras secundarias proporcionan una dimensién mecanica adicional al procedimiento. Por
ejemplo, una horquilla estable puede servir como un obstaculo que necesita ser deshecho para

que la cadena pueda continuar avanzando (Van Dijk et al., 2023)

En donde se puede influir en la velocidad de la helicasa, causando pausas o variaciones
en la rapidez de desplazamiento. Sin embargo, es importante evitar una simplificacion
excesiva: no todas las diferencias de velocidad observadas en DRS pueden ser atribuidas
Unicamente al plegamiento secundario, ya que también estan involucradas la secuencia, las
modificaciones del ARN, las condiciones experimentales, la interaccién con el motor y las

propiedades del nanoporo (Van Dijk et al., 2023).

En los aspectos son de particular importancia, ya que las modificaciones quimicas en el
ARN pueden ocasionar variaciones simultdneas en la corriente y en los tiempos de
permanencia. Un estudio realizado en 2024, por ejemplo, indicd que ciertas alteraciones en la
uridina modifican la sefial de corriente y que algunas de ellas también impactan el tiempo de

permanencia relacionado con la helicasa.
1.7. Evolucion de la selectividad del poro

El éxito de los nanoporos en la secuenciacion de acidos nucleicos ha impulsado la
investigacion hacia la frontera de la proteémica de molécula Unica. La transicion de discriminar

cuatro bases nitrogenadas (A, C, G, T/U) a distinguir entre los 20 aminoacidos proteicos
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estandar representa un desafio biofisico de magnitud superior, debido a la heterogeneidad

quimica, de carga y de tamafio de las cadenas laterales de los aminoacidos.

Tal como sugieren (Van Dijk et al., 2023), la evolucion de la selectividad del poro esta
transitando hacia el uso de porinas con geometrias ain més refinadas, como la porina A de
Mycobacterium smegmatis (MspA), que posee una constriccion extremadamente corta y
sensible. A diferencia del ADN, que tiene un esqueleto de fosfatos con carga negativa uniforme
que facilita su conduccion electroforética, las proteinas poseen cargas netas variables. Esto
exige el desarrollo de motores enzimaticos especificos o la adaptacion de helicasas y
desenvueltas (unfoldases) que puedan regular el transito de polipéptidos de manera estocéstica
pero controlada (Van Dijk et al., 2023).

Como bien apuntan (Van Dijk et al., 2023) y (Agustinho et al., 2024), los avances
recientes en la deteccion de péptidos sugieren que es posible identificar firmas eléctricas para
aminodcidos individuales y sus modificaciones postraduccionales. Esta capacidad permitiria
un perfilado protedmico de alta resolucién en tiempo real, abriendo nuevas vias para el
diagnostico de enfermedades donde las variantes proteicas son determinantes patogénicos. La
optimizacion de estos nanoporos proteicos mediante mutagénesis dirigida busca crear
biosensores con una afinidad estérica tal que incluso las pequefias diferencias entre
aminoacidos isomeros puedan ser resueltas mediante cambios en la conductancia ionica del
canal (Van Dijk et al., 2023).

1.8. Arquitectura de sensores CMOS y escalabilidad de la lectura masiva

La capacidad de escalar la secuenciacion de nanoporos desde la deteccion de una sola
molécula hasta la generacion de terabases de datos reside en la arquitectura de los sensores de
semiconductores de 6xido metalico complementario (CMOS). Cada nanoporo en una celda de
flujo esta integrado sobre un circuito ASIC (circuito integrado de aplicacion especifica) que
actia como un amplificador y convertidor analégico-digital independiente. Segin explican
(Van Dijk etal., 2023), esta arquitectura permite que miles de poros operen de manera

asincronay paralela, procesando sefiales eléctricas masivas con una latencia minima.

Figura 2

Influencia del plegamiento secundario de ARN en la secuencia directa

17



Arquitectura de sensores CMOS y escalabilidad de la lectura masiva
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La escalabilidad es evidente al comparar el MinlON, con 512 canales, frente al
PromethlON 48, que puede albergar hasta 144,000 poros operando simultaneamente. Como
detallan (C. Zhang et al., 2023) y (Agustinho et al., 2024), esta densidad de sensores es lo que
permite que la metagendémica de nanoporos compita con el rendimiento de las plataformas de
Illumina. Ademas, la integracidn de procesadores de sefiales digitales en la base del sensor
CMOS facilita funciones avanzadas como el muestreo adaptativo (adaptive sampling). Esta
técnica, descrita por (Agustinho et al., 2024) y (Marchukov et al., 2023), permite que el
software identifique una molécula en los primeros milisegundos de su transito; si la secuencia
no es de interés (por ejemplo, ADN humano en una muestra clinica de baja biomasa), el sensor
invierte el voltaje y expulsa la molécula, liberando el poro para capturar una nueva hebra de

manera inmediata.

Esta sinergia entre la biofisica de la translocacion y la ingenieria de estado solido
CMOS transforma el secuenciador en un dispositivo de filtrado inteligente. Como argumentan
(Nielsen et al., 2025) y (Milburn et al., 2024), la capacidad de procesar grandes volimenes de
datos metagendmicos mientras se eliminan activamente las secuencias irrelevantes es
fundamental para detectar patdgenos en muestras criticas, como sangre o liquido

cefalorraquideo, donde la biomasa microbiana es minima en comparacion con el trasfondo del
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huesped. En dltima instancia, la arquitectura CMOS no solo provee la fuerza bruta necesaria
para la lectura masiva, sino que dota al sistema de la agilidad necesaria para un diagndstico

genomico de precision en tiempos clinicamente accionables (Nielsen et al., 2025).
1.8.1. Controversias actuales, andlisis critico de la evidencia y perspectivas futuras

La implementacién de la metagendmica shotgun mediante nanoporos de proteina ha
generado un cambio disruptivo en la microbiologia clinica, desplazando el enfoque desde la
dependencia del crecimiento microbiano in vitro hacia una caracterizacién genémica agndstica
y directa. Sin embargo, este avance biofisico no esta exento de debates técnicos y éticos que
condicionan su adopcion sistémica. Como bien analizan (Van Dijk et al., 2023), la principal
tension dialéctica reside en la dicotomia entre la velocidad de obtencion de datos y la fidelidad
absoluta de la secuencia, un equilibrio que ha evolucionado significativamente con la transicion

de los poros de la serie R9 a los sensores R10.4.1.
1.8.2.. El dilema biofisico de la precision y el error estocdstico

Una de las controversias méas persistentes en la secuenciacion de tercera generacion
(TGS) es la tasa de error en la lectura de bases individuales. A diferencia de la secuenciacion
por sintesis de Illumina, donde la incorporacion de nucleétidos marcados con fluorescencia
permite una validacion ciclica, la tecnologia de nanoporos depende de la interpretacion de
fluctuaciones infinitesimales en la corriente idnica. (Agustinho et al., 2024) explican que,
histéricamente, los errores estocasticos derivados de la velocidad erratica de la translocacién y
el ruido térmico en el sensor limitaban la precision de la lectura primaria a niveles cercanos al
90-95%.

La evidencia actual sugiere que esta brecha se esta cerrando gracias a la ingenieria de
proteinas de canal con zonas de deteccion dual o maltiple. Segln detallan (Van Dijk et al.,
2023), la arquitectura R10 permite que cada fragmento de ADN sea interrogado de manera
redundante por distintos puntos de restriccion dentro del mismo poro, facilitando que los
modelos de aprendizaje profundo (deep learning) realicen una correccion de errores en tiempo
real. No obstante, persiste el analisis critico sobre si esta precision genotipica es suficiente para
sustituir a las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (AST) basadas en fenotipos,
especialmente en patdégenos con mecanismos de resistencia multifactoriales o regulados por

expresion génica (Manzoor et al., 2025).
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1.8.3. Controversias en la interpretacion metagenomica: El ""Kit-oma' y el ADN ambiental

En el ambito de la metagendmica clinica, una de las areas de mayor escrutinio es la
discriminacion entre patdgenos reales, contaminantes y microorganismos saprofitos. La
extrema sensibilidad de los nanoporos permite detectar trazas de ADN que no estan vinculadas
al proceso infeccioso activo del paciente. (Nielsen et al., 2025) y (Albitar et al., 2023) subrayan
que la presencia de material genético derivado de los Kits de extraccion, reactivos de laboratorio
o incluso de la microbiota comensal del personal sanitario fendmeno conocido como "kit-oma"
puede generar resultados falsos positivos que derivan en un uso inapropiado de

antimicrobianos.

El andlisis critico de la evidencia recopilada en estudios de sepsis revela que establecer
umbrales (thresholds) de deteccidn es una tarea bioinformatica de alta complejidad. (Benoit
et al., 2024) postulan que la significancia clinica de una lectura genémica debe ser validada
mediante paneles de adjudicacion independientes que integren datos epidemioldgicos,
biomarcadores de inflamacion como la procalcitonina y la evolucién radiologica del paciente.
Como sefialan (Govender et al., 2025), en muestras de baja biomasa como el liquido
cefalorraquideo, la relacion entre el material genético del huésped y el del patdgeno es tan
asimétrica que la pérdida de un solo fragmento critico durante la preparacion de la biblioteca
puede resultar en un falso negativo, lo que subraya la necesidad de protocolos de deplecion de
ADN humano que sean altamente selectivos y no introduzcan sesgos taxondmicos (Ahannach
et al., 2021).

1.8.4. Analisis critico de la evidencia: Impacto clinico frente a rendimiento técnico

A pesar de la superioridad técnica documentada en términos de tiempo de respuesta
(turnaround time), la comunidad médica internacional cuestiona si la metagendmica por
nanoporos realmente mejora los desenlaces clinicos duros, como la mortalidad a los 28 dias o
la estancia en unidades de cuidados intensivos. (Yin, s. f.) demuestran que, en pacientes
inmunocomprometidos con neutropenia febril, el uso de mMNGS de plasma permitié un
diagndstico fungico significativamente mas rapido que el cultivo, facilitando una escalada
terapéutica oportuna. Sin embargo, (Govender et al., 2025) advierten que aun faltan ensayos
clinicos controlados aleatorizados (RCT) que demuestren de manera inequivoca que la rapidez

diagnostica se traduce en una reduccion sistemica de la mortalidad.

La evidencia sugiere que el valor de la TGS no radica solo en la identificacion del patgeno,

sino en la capacidad de realizar una vigilancia genomica en tiempo real. Como exponen
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(Struelens etal., 2024), la integracion de datos de secuenciacion con metadatos
epidemioldgicos permitio, durante la pandemia de COVID-19, rastrear la evolucion de
variantes con una agilidad sin precedentes. Este modelo de vigilancia "One Health" es la
perspectiva futura para el control de brotes intrahospitalarios de organismos multirresistentes,
donde el anélisis biofisico de fragmentos ultra-largos permite distinguir si un gen de resistencia
se encuentra en un plasmido altamente transmisible o integrado en el cromosoma bacteriano
(Agustinho et al., 2024).

1.8.5. Perspectivas futuras: Hacia la proteomica de nanoporos y la medicina personalizada

El futuro de la biofisica de translocacion trasciende la secuenciacion de &cidos
nucleicos. La frontera actual de la investigacién se centra en la discriminacion de aminoacidos
individuales, lo que permitiria un perfilado protedbmico de molécula unica. (Van Dijk et al.,
2023) anticipan que la ingenieria de nanoporos con constricciones adaptadas al radio
hidrodindmico de los aminoécidos, combinada con motores proteicos de ultra-baja velocidad,
habilitard la deteccién directa de modificaciones postraduccionales, las cuales son

determinantes en la patogenia de enfermedades oncoldgicas y neurodegenerativas.

Asimismo, la integracion de la inteligencia artificial (1A) "confiable" y transparente es
fundamental para la transicion de los biosensores estocasticos hacia dispositivos de diagnoéstico
en el punto de atencién (POCT). (Goktas & Grzybowski, 2025) destacan que el desarrollo de
algoritmos de basecalling que no funcionen como “cajas negras”, sino que proporcionen
métricas de confianza por cada base leida, sera vital para obtener aprobaciones regulatorias

definitivas por parte de agencias como la FDA o la EMA (Kardjadj, 2025).

En conclusion, la biofisica de la translocacion en nanoporos se encuentra en un
momento de maduracion critica. Mientras las controversias sobre la precision y la
contaminacion exigen una refinacion de los protocolos analiticos y bioinformaticos, la
evidencia acumulada posiciona a esta tecnologia como la piedra angular de la futura medicina
de precision. La capacidad de interrogar la vida a nivel molecular, en tiempo real y de manera
agnostica, redefinira no solo como diagnosticamos las enfermedades infecciosas, sino como

comprendemos la dinamica funcional de los ecosistemas bioldgicos en su conjunto.
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Capitulo 11

Preparacion de Muestras y Estrategias Criticas de Deplesion del ADN del
Huésped

La optimizacion de la fase preanalitica en metagendmica clinica constituye, quizas, el
determinante mas critico para el éxito del diagnostico molecular agnostico. En muestras
complejas, la sefial gendmica de interés derivada de patdgenos bacterianos, fungicos o virales
se encuentra frecuentemente inmersa en un océano de material genético humano, donde el
genoma del hospedador puede superar en proporcion de 10° a 1 al del microorganismo invasor
(Shi et al., 2022). En donde el asimetria estequiométrica demanda una ingenieria de procesos
que no solo elimine el trasfondo humano, sino que preserve la integridad de las macromoléculas

microbianas para permitir una secuenciacion de lectura larga (LRS) de alta fidelidad.

La preparacion de muestras es una de las etapas méas cruciales en la metagenémica
clinica. Esto se debe a que la calidad del material que se obtiene influye directamente en nuestra
capacidad para identificar y caracterizar los microorganismos gque se encuentran en una muestra
bioldgica. En muchos casos clinicos, el ADN microbiano solo representa una pequefia parte
del material genético total, mientras que una gran parte corresponde al ADN del huésped. Esto
puede dificultar la deteccidén de microorganismos que estan presentes en bajas concentraciones

y, ademas, aumenta la cantidad de datos que necesitamos procesar mas adelante.

En donde el sentido, las estrategias de deplecion del ADN del huésped se enfocan en
reducir selectivamente el material genético humano sin eliminar de manera significativa los
acidos nucleicos microbianos, lo que resulta en una muestra que estd mas enriquecida con
informacion diagnostica relevante. Para lograr esto, se han desarrollado diferentes enfoques
que se basan en las diferencias fisicas, quimicas y moleculares entre el material del huésped y

el de los microorganismos.

En donde se incluyen métodos de separacion celular, degradacion selectiva del ADN
humano y técnicas de captura o eliminacion diferencial. La eleccion de la estrategia adecuada
depende de varios factores, como la naturaleza de la muestra, la carga microbiana, el estado de
las células y las caracteristicas de los microorganismos que queremos detectar. Es importante
tener en cuenta que una deplecion demasiado agresiva podria eliminar también ADN

microbiano, lo que podria sesgar la composicion de la comunidad.
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2.1. Cinética de lisis diferencial: Preservacion de la integridad fingica y bacteriana

La liberacion eficiente de acidos nucleicos desde compartimentos celulares
microbianos es un desafio biofisico mediado por la heterogeneidad estructural de las paredes
celulares. Como bien exponen (Q. Zhang et al., 2023), la extraccion exitosa requiere una
discriminacion cinética entre la membrana plasmatica del hospedador, compuesta por una
bicapa lipidica labil, y las robustas paredes de peptidoglicano de las bacterias Gram-positivas

o los polimeros de quitina y glucano de los hongos.

Figura 3

Influencia del plegamiento secundario de ARN en la secuencia directa

Cinética de lisis diferencial: Preservacion de la integridad fingica y bacteriana
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Nota: Elaboracion propia a partir de (Van Dijk et al., 2023).

Las estrategias tradicionales de lisis masiva suelen fracasar en la deteccion de
organismos "dificiles", como las micobacterias y ciertas levaduras, debido a que su liberacion
genomica requiere una energia de activacion mecénica superior. Segun el analisis de (Guo
et al., 2025) y las optimizaciones de (Nielsen et al., 2025), la transicion hacia un modelo de
"lisis dual™ es imperativa. Este proceso integra una agitacion mecanica de alta velocidad (bead-
beating) mediante vibracién tridimensional con una hidrdlisis enzimatica selectiva. La cinética
de este proceso es delicada, un estrés mecanico excesivo induce el cizallamiento de los

fragmentos de ADN, reduciendo su longitud por debajo del umbral 6ptimo para plataformas
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como Oxford Nanopore, lo que compromete la capacidad de ensamblaje de novo (Van Dijk
etal., 2023).

En el contexto de la neumonia severa, la optimizacién de la lisis en muestras de lavado
broncoalveolar (BALF) ha demostrado que el uso de homogeneizadores de alta velocidad
permite una interrupcion efectiva de las paredes celulares mas resistentes, incrementando la
sensibilidad diagndstica para especies como Bacillus subtilis y Cryptococcus neoformans hasta
en diez veces en comparacion con los protocolos estandar (Q. Zhang et al., 2023). No obstante,
esta energia cinética debe ser modulada para evitar la destruccion de genomas mas fragiles,
particularmente los virus de ARN, cuya estabilidad es inversamente proporcional a la
intensidad de la homogeneizacién mecanica (Q. Zhang et al., 2023). La relevancia clinica de
este equilibrio es inmediata, una lisis insuficiente resulta en falsos negativos para patégenos
criticos, mientras que una lisis excesiva fragmenta el ADN, dificultando la identificacion de
genes de resistencia antimicrobiana (AMR) que residen en elementos genéticos moviles
(Manzoor et al, 2025).

Tabla 2

En la cinética de lisis diferencial: preservacion de la integridad fungica y bacteriana

Aspecto Bacterias Hongos Implicacion en la lisis
diferencial
Estructura Presentan una pared Poseen una pared celular ~ Las diferencias
celular celular cuya mas compleja y resistente, estructurales determinan

composicién varia entre
bacterias Gram positivas
y Gram negativas.

constituida principalmente
por quitina, glucanos y
otros componentes
estructurales.

gue cada grupo requiera
condiciones de ruptura
diferentes.

Resistencia a la
lisis

Puede ser variable; las
bacterias Gram positivas
generalmente presentan
mayor resistencia
debido a su pared
celular més gruesa.

Generalmente presentan
mayor resistencia
mecanica y quimica por la
estructura de su pared
celular.

La resistencia
condiciona la intensidad
y duracion del
procedimiento de lisis.

Velocidad de Puede producirse Suele requerir mayor Una velocidad

ruptura relativamente rapido tiempo o una combinacion inadecuada puede
dependiendo de la de estrategias para generar una
especie y del método conseguir una ruptura representacion desigual
empleado. eficiente. de los microorganismos

presentes.
Lisis Puede favorecer la Requiere estrategias Permite aumentar la
enzimatica degradacion de capaces de afectar los eficiencia de extraccion

componentes de la pared

sin depender
exclusivamente de
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bacteriana mediante
enzimas especificas.

componentes estructurales
de la pared fungica.

tratamientos mecanicos
intensos.

Lisis mecanica

Métodos fisicos pueden
facilitar la ruptura de
células bacterianas
resistentes.

Puede ser especialmente
importante debido a la
resistencia de la pared
fangica.

Una intensidad excesiva
puede fragmentar los
acidos nucleicos y
afectar la secuenciacion
de lectura larga.

Tratamiento

Los detergentes y otros

Puede complementar la

Debe mantenerse dentro

quimico agentes pueden alterar ruptura mecénicay de condiciones que
las membranas y enzimatica de estructuras ~ permitan una extraccién
facilitar la liberacion del  mas resistentes. eficiente sin deteriorar el
material intracelular. ADN o ARN.
Temperatura Modifica la velocidad Influye igualmente sobre  Un control inadecuado
de las reacciones la actividad de los agentes  puede favorecer la
guimicas y enzimaticas  de ruptura y la estabilidad  degradacion de los
involucradas en la lisis. ~ molecular. acidos nucleicos.
Tiempo de Un tiempo insuficiente  Puede requerir mayor El tiempo debe
exposicion puede producir lisis exposicion para alcanzar ~ optimizarse para

incompleta; uno
excesivo puede afectar
la calidad molecular.

una ruptura adecuada.

equilibrar eficiencia de
lisis e integridad del
material genético.

Liberacioén de

La ruptura permite

La ruptura de la pared

Una extraccion

acidos liberar ADN o ARN permite recuperar material equilibrada favorece una
nucleicos bacteriano para su genético fungico. representacion mas
posterior analisis completa de la
molecular. comunidad microbiana.
Integridad del ~ Puede verse afectada Puede deteriorarse por Es especialmente
ADN por fuerzas mecénicas tratamientos prolongados  importante en
excesivas, nucleasas o 0 demasiado agresivos. secuenciacion Nanopore,
condiciones quimicas donde las moléculas
desfavorables. largas aportan
informacion relevante.
Sesgo de Una lisis mas sencilla Los hongos resistentes La lisis diferencial debe

representacion

puede provocar una
mayor recuperacion
relativa de determinados
grupos bacterianos.

pueden quedar
subrepresentados si la lisis
resulta insuficiente.

reducir el sesgo entre
microorganismos con
distinta resistencia
estructural.

Relacion con la
metagendmica

La recuperacion
eficiente permite
identificar y caracterizar
bacterias presentes en la
muestra.

Una ruptura adecuada
facilita la incorporacion
de la diversidad fangica al
analisis metagendmico.

La calidad de la
preparacion determina
parcialmente la
representatividad del
perfil microbiano
obtenido.

Relacién con
Nanopore

El ADN bacteriano
integro puede generar
lecturas largas y facilitar

La preservacion del ADN
fangico permite obtener
informacién genética mas
completa.

La calidad de la lisis
condiciona la longitud y
calidad de las moléculas
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la identificacién disponibles para

molecular. secuenciacion.
Objetivo Obtener una liberacion ~ Superar la mayor Conseguir una
principal eficiente del material resistencia estructural extraccion equilibrada
genético sin degradarlo.  conservando el material que preserve la
genético. diversidad

Nota: Elaboracion propia a partir de y (Marchukov et al., 2023).

La cinética de la lisis diferencial puede considerarse un delicado equilibrio entre la
destruccion de células, la extraccion de acidos nucleicos y la conservacion de la integridad
molecular. Debido a las variaciones estructurales entre bacterias y hongos, es fundamental tener
en cuenta la resistencia de cada uno de estos grupos. Esto nos permite evitar que una lisis
demasiado suave impida la recuperacion de microorganismos resistentes o que un enfoque
demasiado agresivo resulte en la fragmentacion del ADN. En el campo de la metagenomica y
la secuenciacion con Nanopore, este equilibrio es esencial, ya que la calidad del analisis
posterior depende en gran parte de que el material genético que obtenemos sea representativo
de la comunidad microbiana y conserve una longitud adecuada para maximizar las ventajas de

la secuenciacion de lectura larga.
2.2. Mecanismos de deplesion enzimatica mediante nucleasas activadas por saponina

Para mitigar la interferencia del ADN humano, la deplesion selectiva antes de la
extraccién se ha consolidado como un estandar de oro. EI mecanismo molecular subyacente
mas eficaz utiliza la saponina, un glucésido de origen vegetal que interactta con el colesterol
de las membranas celulares animales para crear poros nanomeétricos, dejando intactas las
membranas bacterianas que carecen de este esterol. Como detallan (Ahannach et al., 2021) y
(Marchukov et al., 2023), una vez que las células del hospedador son selectivamente
permeabilizadas, su ADN gendmico se libera al medio extracelular, volviéndose vulnerable a

la digestion enzimatica.

La introduccion de nucleasas de amplio espectro, como la Benzonasa o la nucleasa HL-
SAN (nucleasa activa en sal estable al calor), permite la degradacion de este ADN humano
expuesto en fragmentos de apenas 3 a 5 pares de bases (Shi et al., 2022). Este proceso de
"limpieza enzimatica™ es vital en muestras de baja biomasa, como el liquido cefalorraquideo
(LCR). (Milburn etal., 2024) argumentan que en estas muestras, incluso una minima
contaminacion con células epiteliales o leucocitos puede saturar el flujo de datos del

secuenciador.
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Sin embargo, el uso de saponina y nucleasas no esta exento de sesgos taxonomicos. El
analisis critico realizado por (Ahannach et al., 2021) sugiere que este método introduce una
variabilidad significativa en la recuperacion de taxones Gram-negativos, cuyas paredes
celulares son mas finas y susceptibles a la lisis accidental durante el proceso de deplesion. Esta
fragilidad estructural implica que patégenos como Haemophilus spp. o Neisseria spp. podrian
ser digeridos junto con el ADN del hospedador, resultando en un perfil metagenémico sesgado
(Ahannach et al., 2021). Por tanto, la aplicacion de estos mecanismos debe ser calibrada segun
el nicho bioldgico; mientras que en muestras vaginales con predominio de Gram-positivos la
técnica es altamente robusta, en muestras de saliva o piel se requiere una supervision
bioinformatica rigurosa para compensar la pérdida potencial de microorganismos labiles
(Marchukov et al., 2023).

2.3. Uso de CRISPR-Cas9 para la eliminacion dirigida de secuencias de ADN humano

En la frontera de la ingenieria gendmica aplicada al diagnostico, el sistema CRISPR-
Cas9 ha emergido como una herramienta de deplesion programable y de ultra precision. A
diferencia de la lisis diferencial, que es un proceso estocastico, la tecnologia DASH (Deplesion
de Abundantes Secuencias por Hibridacién) utiliza ARN guia (gRNA) disefiados
especificamente para reconocer y cortar motivos repetitivos del genoma humano, como los
elementos Alu, que constituyen aproximadamente el 11% de nuestra informacion genética (Shi
et al., 2022).

El fundamento biofisico de esta estrategia consiste en tratar la biblioteca de
secuenciacion ya preparada con complejos de ribonucleoproteina Cas9. Al hibridarse con las
secuencias humanas objetivo, la enzima induce cortes de doble hebra; posteriormente, el
tratamiento con exonucleasas degrada estos fragmentos cortados, dejando intactas las
moléculas que no coinciden con las guias, predominantemente el ADN del patdégeno (Shi et al.,
2022). Como sefialan (Goktas & Grzybowski, 2025), esta capacidad de "edicion diagndéstica"
permite una eliminacion de mas del 99% de las secuencias irrelevantes, incrementando

drasticamente la cobertura de los genomas microbianos raras.

A pesar de su elegancia tedrica, el uso de CRISPR-Cas9 en la rutina clinica enfrenta
barreras econdmicas y técnicas significativos. (Shi et al., 2022) subrayan que el disefio de
bibliotecas de gRNA que abarquen la complejidad total del genoma humano es
extremadamente costoso y técnicamente demandante. No obstante, en la secuenciacion de
lectura larga, esta técnica es particularmente ventajosa, al requerir solo un sitio de corte por

fragmento largo, la eficiencia de remocidn es sustancialmente mayor que en las lecturas cortas
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de Illlumina (Shi etal., 2022). Esta precision molecular posiciona a CRISPR como una
estrategia de vanguardia para la resolucién de infecciones profundas donde la carga microbiana

es minima y los métodos enziméticos convencionales carecen de la selectividad necesaria.
2.4. Enriquecimiento mediante sondas de captura hibrida para patégenos emergentes

En cuanto al objetivo no es solo caracterizar la microbiota comensal, sino identificar
patogenos especificos o variantes emergentes bajo una presion epidemioldgica extrema, el
enriquecimiento mediante sondas de captura hibrida representa la estrategia de mayor
sensibilidad. Este enfoque utiliza sondas de oligonucledtidos biotiniladas que son
complementarias a secuencias diana de interés, ya sean genomas virales completos (como el
SARS-CoV-2 o el virus del Ebola) o paneles de genes de resistencia antimicrobiana (Shi et al.,
2022).

La dinamica de la captura hibrida permite una interrogacion profunda de la muestra.
Tras la hibridacién en solucion, los complejos sonda-diana se recuperan mediante perlas
magnéticas recubiertas de estreptavidina, permitiendo el lavado de todo el material genético no
unido (incluyendo el ADN humano y la microbiota irrelevante). (Agustinho et al., 2024)
destacan que esta técnica permite detectar microorganismos en concentraciones tan bajas como
1 unidad formadora de colonia por mililitro (UFC/mL), una sensibilidad que rivaliza con la
PCR cuantitativa pero con la ventaja de proporcionar la secuencia genémica completa.

La aplicacion clinica de la captura hibrida es fundamental para la vigilancia genémica
global. (Struelens et al., 2024) explican que el uso de paneles de captura permite rastrear la
evolucion de virus zoondticos y detectar eventos de transferencia horizontal de genes de
resistencia con una resolucion sin precedentes. Sin embargo, esta técnica introduce un "sesgo
de busqueda", a diferencia de la metagenémica shotgun pura, solo se detecta aquello para lo
que se ha disefiado una sonda. Para mitigar esta limitacion, se estan desarrollando paneles de
captura "agndsticos de reino" que contienen millones de sondas disefiadas para cubrir todas las
familias de virus y bacterias conocidas que infectan a humanos, transformando la captura
hibrida en un filtro inteligente capaz de identificar tanto lo esperado como lo inesperado
(Struelens et al., 2024).

En conclusién, la preparacion de muestras para metagendémica shotgun ha transitado
desde métodos de extraccidn genérica hacia una orquestacion sofisticada de lisis diferencial,
deplesion enzimatica selectiva y edicion genomica mediante CRISPR. La integracion de estas

estrategias es lo que permite que la secuenciacion de nanoporos alcance su maximo potencial
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clinico, proporcionando diagnosticos precisos y rapidos que son determinantes para la
supervivencia en cuadros de sepsis y enfermedades infecciosas complejas (Nielsen et al.,
2025).

La implementacion de la metagendmica shotgun en el entorno clinico ha redefinido el
diagnostico de patologias infecciosas al proponer un analisis agnéstico del material genético
total presente en una muestra bioldgica. No obstante, la transicion de esta tecnologia desde el
laboratorio de investigacion hacia el pie de cama del paciente exige una optimizacion rigurosa
de los protocolos preanaliticos. En escenarios donde la biomasa microbiana es infima frente a
la magnitud del genoma del hospedador, como ocurre en los fluidos procedentes de sitios
normalmente estériles, la eficiencia de la extraccion y la integridad de las macromoléculas
recuperadas determinan la capacidad del sistema para generar datos con utilidad diagndstica
(Nielsen et al., 2025).

2.5. Protocolos de extraccion "Ultra-Low Input" para muestras de sitios estériles

El anélisis gendmico de muestras con baja densidad de analito, como el liquido
cefalorraquideo (LCR) o el plasma en etapas prodromicas de una bacteriemia, requiere
protocolos de extraccion que operen en el limite de la sensibilidad molecular. En estos
contextos, el ADN microbiano circulante suele presentarse como ADN libre de células
(cfDNA), caracterizado por una fragmentacién natural extrema. Como bien analizan (Nielsen
et al., 2025), el uso de sistemas especializados, como el kit QIAmp MinElute ccfDNA, es
fundamental para capturar estos fragmentos sub-genémicos. Este proceso no se limita a una
simple purificacion, sino que emplea una quimica de adsorcion en columna de silice optimizada
para retener polimeros de baja masa molecular, e luyéndolos en volimenes ultra-reducidos
(aproximadamente 30 pL) para maximizar la molaridad de la biblioteca resultante (Nielsen
et al., 2025).

La biofisica de la captura en condiciones de "Ultra-Low Input" se enfrenta al desafio
de la pérdida estocéastica de material durante la manipulacion. (Agustinho et al., 2024) sefialan
que, mientras que la secuenciacion convencional de lectura larga puede requerir aportes de
entre 150 ng y 1 pg de ADN de alta calidad para garantizar la procesividad del motor proteico,
las muestras clinicas estériles a menudo proporcionan cantidades inferiores a los limites de
cuantificacion fluorométrica estandar. Para mitigar esta restriccion, se han integrado técnicas
de preparacion de bibliotecas como el protocolo SRSLY (Short Fragment Retention), disefiado
especificamente para preservar y convertir fragmentos de ADN extremadamente cortos que de

otro modo se perderian en los pasos de purificacion con perlas magnéticas (Nielsen et al.,
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2025). Esta estrategia permite que secuencias de apenas unas decenas de pares de bases tipicas
de la degradacion por nucleasas del hospedador en procesos infecciosos sean ligadas con
adaptadores compatibles con nanoporos, asegurando que la sefial del patégeno no sea ignorada
por el sensor CMOS (Nielsen et al., 2025).

Sin embargo, la captura de cfDNA microbiano en sitios estériles es una tarea de
precision asimétrica. Segun el analisis de (Govender et al., 2025), en cultivos sanguineos
positivos, la concentracion bacteriana permite una extraccion mas robusta mediante Kits como
el QIAmp BiOstic Bacteremia, los cuales estan disefiados para romper la resistencia mecénica
de las paredes celulares procariotas sin comprometer la pureza del acido nucleico. La
relevancia clinica de estos protocolos radica en su capacidad para reducir el tiempo de respuesta
(turnaround time), permitiendo que la identificacion de especies y la prediccion de perfiles de
resistencia ocurran de manera casi simultanea a la deteccion del crecimiento microbiano,
desplazando asi a las metodologias basadas en el subcultivo y las pruebas fenotipicas

tradicionales (Govender et al., 2025).

2.6. Impacto de la fragmentacion mecanica en la continuidad del ensamblaje

metagenomico

La biofisica de la translocacion en nanoporos depende intrinsecamente de la longitud
del fragmento introducido; no obstante, la necesidad de liberar material genético desde
microorganismos con estructuras celulares complejas, como las micobacterias o los hongos
filamentosos, a menudo impone un estrés mecanico perjudicial. (Q. Zhang et al., 2023) y (Guo
et al., 2025) destacan que la optimizacion de la lisis celular es un punto de inflexion en la
metagendmica clinica. El uso de técnicas de agitacion mecéanica con microesferas (bead-
beating) es imperativo para desestabilizar el peptidoglicano de las bacterias Gram-positivas y
los polimeros de quitina fungicos, pero la energia cinética aplicada puede inducir el
cizallamiento estocastico del ADN (Q. Zhang et al., 2023).

Este fenomeno de fragmentacion tiene consecuencias directas en la bioinformatica del
ensamblaje. Como explican (Agustinho et al., 2024) y (Van Dijk et al., 2023), la continuidad
del ensamblaje de novo medida frecuentemente a través del estadistico N50 es inversamente
proporcional al grado de fragmentacion pre-secuenciacion. Las lecturas ultra-largas (ULR) son
vitales para resolver las regiones repetitivas del genoma microbiano, actuando como puentes
fisicos sobre elementos geneticos moviles y operones ribosomales que las lecturas cortas no
pueden deconvolucionar (Van Dijk et al., 2023). Un protocolo de extraccion excesivamente

agresivo que reduzca la longitud media de los fragmentos a menos de 10 kb limitara el éxito
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de algoritmos como MetaFlye o Hifiasm-meta, resultando en genomas ensamblados desde

metagenomas (MAGS) altamente fragmentados e incompletos (Agustinho et al., 2024).

En el diagndstico de la neumonia, (Q. Zhang et al., 2023) demuestran que una
calibracion precisa de la lisis en muestras de lavado broncoalveolar permitié una mejora
significativa en la deteccion de Mycobacterium tuberculosis y Cryptococcus neoformans,
microorganismos histéricamente dificiles de recuperar debido a sus robustas cubiertas
celulares. Al optimizar las condiciones de lisis diferencial (denominadas como condicion
C002), se logro un equilibrio donde la integridad del ADN fue suficiente para mantener una
longitud de lectura adecuada para la clasificacion taxondmica, sin comprometer la sensibilidad
de deteccion para patogenos de biomasa limitada (Q. Zhang et al., 2023). Este equilibrio es
critico en la vigilancia gendémica de la resistencia antimicrobiana (AMR), ya que la
fragmentacion excesiva puede separar fisicamente un gen de resistencia de su contexto
genoémico original (por ejemplo, impidiendo determinar si un gen blaKPC reside en un
plasmido altamente transmisible o en el cromosoma bacteriano), lo cual tiene implicaciones

epidemioldgicas de primer orden (Agustinho et al., 2024).
2.7. Inhibidores de la polimerasa en matrices complejas: Sangre, LCR y liquido sinovial

Uno de los obstaculos biofisicos mas subestimados en la secuenciacion de tercera
generacion es la presencia de compuestos enddgenos en las matrices clinicas que interfieren
con las enzimas necesarias para la preparacion de bibliotecas y la translocacion controlada. En
muestras de sangre, el grupo hemo y sus productos de degradacién actan como potentes
inhibidores de las polimerasas y ligasas enziméticas (Nielsen et al., 2025). De manera similar,
en el liquido sinovial, la alta viscosidad conferida por el acido hialurénico y la presencia de
detritos proteicos pueden ocluir fisicamente los nanoporos o reducir la eficiencia de captura de
las moléculas de ADN (Elbehiry et al., 2025).

Para contrarrestar este fenomeno, los protocolos de purificacion deben incluir pasos de
"limpieza" ultra-eficientes. (Ahannach et al., 2021) y (Marchukov et al., 2023) discuten el uso
de reactivos de deplesion selectiva que eliminan proteinas y lipidos del huésped antes de la lisis
bacteriana total. La aplicacion de nucleasas, como la Benzonasa, bajo condiciones salinas
especificas permite digerir el ADN humano libre en matrices complejas, dejando intactos los
genomas microbianos protegidos por sus paredes celulares (Shi et al., 2022). Este proceso no
solo elimina el trasfondo genético irrelevante, sino que simultdneamente reduce la
concentracion de inhibidores poliméricos que podrian afectar la calidad de la sefial eléctrica en
el sensor (Shi et al., 2022).
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En el liquido cefalorraquideo, la interferencia proteica y la baja celularidad exigen una
mecanica de captura que priorice la relacion sefal-ruido. (Milburn et al., 2024) y (Olie et al.,
2024) enfatizan que, en cuadros de meningitis, incluso pequefias trazas de inhibidores pueden
derivar en falsos negativos debido a la ya de por si baja biomasa del patdgeno. La integracion
del muestreo adaptativo (adaptive sampling) en las plataformas de nanoporos surge como una
solucion biofisica innovadora frente a matrices complejas. Como detallan (Agustinho et al.,
2024) y (Marchukov et al., 2023), esta técnica permite que el sistema identifique y rechace
activamente las secuencias del huésped en tiempo real, invirtiendo la polaridad del poro para
expulsar fragmentos no deseados. Este mecanismo actia como un "filtro inteligente” que
compensa la presencia de inhibidores al concentrar los recursos de secuenciacion en las
moléculas de interés bioldgico, permitiendo la reconstruccion de perfiles metagenémicos
completos incluso en muestras donde la quimica de la matriz clinica es hostil para las

reacciones moleculares convencionales (Nielsen et al., 2025).

En conclusién, la preparacion de muestras para metagendmica shotgun de lectura larga
exige una orquestacion sofisticada de biometria molecular. Desde el refinamiento de la captura
de cfDNA en protocolos "Ultra-Low Input"”, pasando por la modulacion cinética de la lisis
mecénica para preservar la continuidad del ensamblaje, hasta el control biofisico de los
inhibidores en matrices clinicas dificiles, cada paso es determinante. Solo a través de esta
ingenieria preanalitica es posible transformar la secuenciacién de nanoporos en una
herramienta diagnostica de precision, capaz de resolver infecciones complejas en tiempos

clinicamente criticos (Nielsen et al., 2025).

La implementacion de la metagendmica shotgun en el ambito clinico ha supuesto una
transicion desde el reduccionismo de la identificacion basada en cultivos hacia una vision
holistica y agndstica de la composicién gendémica de los fluidos bioldgicos. Sin embargo, la
robustez de este diagnostico molecular no reside Unicamente en la capacidad de secuenciacion
masiva, sino en la integridad y pureza del material genético de entrada. En muestras
procedentes de sitios anatomicos estériles o con baja biomasa microbiana, la interferencia del
material genético del hospedador y la contaminacion exdgena constituyen los principales

obstaculos biofisicos que pueden invalidar la utilidad clinica de la prueba (Nielsen et al., 2025).
2.8. Estandarizacion de controles internos negativos y el problema del "kit-oma"

Uno de los desafios més criticos y persistentes en la metagendémica de alta sensibilidad
es el fendmeno conocido como "kit-oma". Este término define el microbioma inherente a los

reactivos de laboratorio, columnas de extraccion y kits de purificacion, el cual puede introducir
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una sefial biologica espuria que compite con los patdgenos reales de la muestra. Como bien
analizan (Albitar et al., 2023) y (Nielsen et al., 2025), la presencia de trazas de ADN ambiental
amenudo derivadas de géneros como Delftia, Pseudomonas o Deinococcus puede ser detectada
por los secuenciadores de nanoporos, generando un ruido bioinformético que oscurece la sefial

de microorganismos de baja abundancia (Nielsen et al., 2025).

Para mitigar este riesgo, la estandarizacion de controles internos negativos se ha vuelto
imperativa. Segun el protocolo optimizado por (Nielsen etal., 2025), cada lote de
procesamiento debe incluir al menos un control de proceso compuesto por agua libre de
nucleasas, el cual atraviesa todas las fases de lisis, extraccion y preparacion de librerias en
paralelo con las muestras clinicas. Esta estrategia permite identificar longitudinalmente las
especies contaminantes recurrentes, alimentando una base de datos de "contaminantes de kit"

que el software de andlisis utiliza para establecer umbrales de exclusién (Nielsen et al., 2025).
2.8.1. Automatizacion robdética en la preparacion de librerias para diagndstico point-of-care

La viabilidad de la metagendmica shotgun como una herramienta de diagnostico en el
punto de atencion (point-of-care, POC) depende de la capacidad de reducir el tiempo de
intervencion humana y minimizar la variabilidad operativa. La automatizacion robética de las
fases preanaliticas representa el puente tecnoldgico necesario para esta transicion. En este
sentido, plataformas como el dispositivo KingFisher de Thermo Fisher han sido validadas para
la purificacion automatizada de acidos nucleicos a partir de hemocultivos y otros fluidos,
integrando protocolos de lisis diferencial que depletamos activamente el ADN humano antes

de la secuenciacion (Pinzauti et al., 2025).

Como exponen (Agustinho et al., 2024) y (Pinzauti et al., 2025), el uso de robdtica no
solo acelera el flujo de trabajo, sino que permite una normalizacion precisa de las
concentraciones de ADN, un paso critico para garantizar la saturacion 6ptima de los nanoporos
en la celda de flujo. La quimica V14 de Oxford Nanopore, combinada con sistemas de
barcoding rapido, permite que robots de manipulacion de liquidos preparen librerias
multiplexadas en menos de 60 minutos, lo que reduce el tiempo total de respuesta (turnaround

time) a menos de 4 a 6 horas en entornos de cuidados criticos (Agustinho et al., 2024).

La relevancia clinica de esta automatizacion es especialmente notable en la vigilancia
de la resistencia antimicrobiana (AMR). Al integrar sistemas robdticos que extraen ADN de
colonias liquidas o directamente de muestras de sangre, se facilita la identificacion de genes de

resistencia como mecA o blaKPC con una resolucion que las pruebas fenotipicas tardarian dias
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en alcanzar (Pinzauti et al., 2025). Ademas, como sefialan (Kardjadj, 2025) y (Haghayegh
et al., 2024), la convergencia de la microfluidica integrada (lab-on-a-chip) con sensores CMOS
de estado sélido estd permitiendo el desarrollo de dispositivos portatiles que realizan la
extraccion, amplificacion y secuenciacion en un sistema cerrado, mitigando el riesgo de
contaminacion cruzada y permitiendo la ejecucion de diagndsticos genomicos complejos en
regiones con infraestructura de laboratorio limitada (Kardjadj, 2025). Esta descentralizacion es
fundamental para la preparacion ante pandemias, permitiendo una respuesta rapida y basada en
datos gendmicos en el lugar exacto del brote (Nielsen et al., 2025).

2.8.2. Validacion de métodos de purificacion de ARN para transcriptomica dual

La transcriptdmica dual es una frontera diagnostica que busca interrogar
simultaneamente la expresion génica del patdgeno (el transcriptoma infeccioso) y la respuesta
inmune del hospedador (el transcriptoma de defensa). Esta aproximacion requiere métodos de
purificacion de ARN que preserven la inestabilidad intrinseca de las moléculas de ARN
mensajero (MARN) frente a la ubicuidad de las ARNasas en las matrices clinicas. El uso de
tubos de estabilizacion como PAXgene Blood RNA es una técnica estandar que utiliza
reactivos de lisis inmediata para detener la degradacion enzimatica y fijar el perfil
transcripcional en el momento de la extraccion (Nielsen et al., 2025).

La validacién de estos métodos de purificacion en nanoporos se enfrenta al reto del alto
trasfondo de ARN ribosomal (rARN) humano, que puede constituir hasta el 80-90% de la
biblioteca. Como analizan (Nielsen et al., 2025) y (Van Dijk et al., 2023), la deplesion selectiva
de rARN mediante hibridacion con sondas magnéticas o la eliminacion de mARN humano
poliadenilado permite enriquecer las sefiales de ARN microbiano. No obstante, en la
secuenciacion directa de ARN nativo, la biofisica de la molécula con sus plegamientos
secundarios y modificaciones quimicas impone una cinética de translocacion mas lenta (~70
bases/segundo) que la del ADN, lo que exige una pureza del analito excepcionalmente alta para
evitar el bloqueo de los poros (Van Dijk et al., 2023).

La aplicacién de modelos de aprendizaje profundo para la clasificacion de firmas
transcripcionales del hospedador ha demostrado una precisién superior al 98% en la
discriminacion entre infecciones virales y bacterianas (Nielsen et al., 2025). (Marchukov et al.,
2023) y (Agustinho et al., 2024) destacan que la validacion de estos métodos de purificacion
debe incluir métricas de calidad de lectura rigurosas, como el N50 de los fragmentos de ARN
y la puntuacion Phred de fidelidad de base, para asegurar que los algoritmos de inteligencia

artificial puedan identificar correctamente las variantes estructurales y las modificaciones
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epigenéticas (como la m®A) que regulan la virulencia patogénica durante la infeccion activa
(Agustinho et al., 2024). En ultima instancia, la validacidn de protocolos para transcriptomica
dual no solo mejora la identificacion de patgenos dificiles de cultivar, sino que proporciona
una ventana terapéutica Unica al permitir el monitoreo de la eficacia de la inmunoterapia y la

respuesta antibidtica a nivel molecular (Nielsen et al., 2025).

En conclusion, el éxito de la metagendmica shotgun de lectura larga en la practica
médica depende de una ingenieria preanalitica que sea capaz de neutralizar el "kit-oma"
mediante controles rigurosos, democratizar el acceso mediante la automatizacion robdtica y
expandir la capacidad diagndstica a través de la transcriptomica dual validada. Esta
orquestacidn técnica es la que permitird que la secuenciacion de nanoporos se consolide como

el estdndar de oro de la medicina de precision para el siglo XXI (Nielsen et al., 2025).
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Capitulo II1

Taxonomia Agndstica y la Disrupcion del Dogma del Cultivo
Microbiologico

La microbiologia diagndstica contemporanea se encuentra en una encrucijada historica
donde el paradigma centenario basado en el aislamiento de colonias puras esta siendo
desplazado por una vision de "taxonomia agnostica”. Como bien analizan (Nielsen et al., 2025),
la dependencia historica de la viabilidad microbiana para el diagnostico de infecciones
sistémicas ha impuesto una ventana de ceguera terapéutica que la metagenémica clinica busca
cerrar mediante el interrogatorio directo de la sefial gendmica total. Este cambio no es
meramente técnico, sino conceptual, pasamos de buscar aquello que sabemos cultivar a
interrogar de manera omnisciente todo el espectro de polimeros bioldgicos presentes en una
matriz clinica, permitiendo una resolucién de especies y variantes que antes eran invisibles

para el laboratorio convencional.

3.1. Limites de la sensibilidad analitica: mNGS frente a la amplificacion por PCR

multicanal

La superioridad analitica de la secuenciacion metagendmica de nueva generacion
(mNGS) frente a las metodologias basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
multicanal radica en su naturaleza no sesgada. Mientras que las plataformas de PCR
multiplexadas estan intrinsecamente restringidas por una arquitectura de cebadores y sondas
disefiadas para dianas genéticas predefinidas, la mNGS opera bajo un principio de deteccion
universal. Tal como exponen (Govender et al., 2025), los paneles de PCR multiplex, aunque
veloces, sufren de un limite de deteccidn determinado por la competencia entre cebadores en
reacciones complejas, lo que puede resultar en una cobertura taxondmica estrecha que debe

actualizarse constantemente ante la emergencia de nuevos linajes 0 mecanismos de resistencia.

Desde una perspectiva biofisica, la mMNGS de nanoporos transciende estas limitaciones
al no requerir una amplificacion enzimatica ciclica sistémica de dianas especificas, lo que
mitiga los sesgos de representacion genomica. Como argumentan (Van Dijk et al., 2023) y
(Agustinho et al., 2024), la capacidad de leer fragmentos de ADN y ARN nativos permite que
la mNGS identifique microorganismos sin necesidad de conocimiento a priori sobre su
secuencia, una caracteristica vital en la identificacion de patogenos que presentan una alta
plasticidad gendmica o variaciones estructurales complejas. El anélisis critico de (Power et al.,

2016) subraya que, aunque la PCR posee una sensibilidad analitica excepcional para objetivos
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aislados, su incapacidad para capturar la totalidad del microbioma infeccioso la posiciona como
una herramienta de confirmacion, mientras que la mNGS se consolida como la plataforma de
descubrimiento definitiva para cuadros de sepsis y meningitis donde la etiologia es incierta
(Milburn et al., 2024).

La relevancia clinica de esta distincion es profunda. En el estudio de (Govender et al.,
2025), la implementacion de un flujo de trabajo metagendmico directo desde hemocultivos
positivos permitio alcanzar una sensibilidad del 97% y una especificidad del 94%, superando
con creces la capacidad diagndstica de las pruebas bioquimicas convencionales. Ademas, la
mNGS logroé identificar infecciones polimicrobianas y especies que evaden rutinariamente la
deteccidn por MALDI-TOF debido a su similitud espectral, como en el caso de las variantes
de Klebsiella quasipneumoniae que son erréneamente clasificadas como K. pneumoniae por
las bases de datos de espectrometria de masas tradicionales (Govender et al., 2025). Esta
precision genotipica no solo mejora la identificacion taxonémica, sino que permite una
prediccidn de la resistencia antimicrobiana (AMR) hasta 20 horas més rapida que los métodos
fenotipicos, lo que es determinante para la supervivencia del paciente en estado critico
(Govender et al., 2025).

3.1.1. El microbioma de la sangre

Uno de los dogmas mas arraigados en la medicina es la esterilidad absoluta del
compartimento hematico en ausencia de patologia. Sin embargo, la llegada de biosensores
moleculares de alta sensibilidad ha revelado que la sangre es un ecosistema dindmico
caracterizado por la presencia de una sefial gendmica microbiana basal, un fendmeno
denominado "DNAemia”. Como detallan (Nielsen et al., 2025) y (Ciaparrone et al., 2024), el
ADN microbiano libre de células (cfDNA) circula de manera constante en el plasma,
proveniente de la translocacion de microorganismos desde nichos mucosos como el intestino

o la cavidad oral, incluso en individuos sanos.

La biofisica de esta DNAemia implica que la sangre actia como un reservorio de
"biopsia liquida™ que refleja el estado de salud sistémica. (Parhofer et al., 2026) y (Nielsen
etal., 2025) han demostrado que las concentraciones de cfDNA plasméatico son
significativamente mas elevadas en pacientes con sepsis confirmada en comparacién con
donantes sanos, lo que sugiere que la magnitud de la liberacion gendmica microbiana esta
correlacionada con la severidad del proceso infeccioso y la respuesta inflamatoria del

hospedador. Sin embargo, este trasfondo gendmico basal impone un desafio analitico masivo,
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la discriminacion bioinformatica entre la sefial microbiana fisioldgica, la contaminacion

ambiental (el "kit-oma™) y el patdgeno invasor activo.

Para resolver este enigma, (Nielsen et al., 2025) proponen el uso de estdndares internos
de ADN de cadena sencilla ("'spike-ins™) que permiten una cuantificacion absoluta de la carga
microbiana en genome-equivalentes por microlitro (GPM). Esta aproximacion cuantitativa
transforma la MNGS de una prueba cualitativa de "presencia/ausencia” en una herramienta de
diagndstico de precision, capaz de distinguir entre sefiales de colonizacion basal y proliferacion
patogénica. Ademas, como analizan (Ahannach et al., 2021) y (Marchukov et al., 2023), el
microbioma de la sangre no es estatico y su composicion puede verse alterada por factores
como la dieta o el ayuno, lo que resalta la necesidad de protocolos de deplesién de ADN
humano que sean altamente selectivos para preservar la integridad de los fragmentos
microbianos raros sin distorsionar el perfil taxonémico basal. La deteccion de sefiales
gendmicas de especies comensales cutdneas como Staphylococcus hominis en muestras
clinicas debe ser interpretada con rigor doctoral, integrando biomarcadores de inflamacion y
adjudicacién clinica para evitar la sobreinterpretacion de resultados que podrian derivar en un

uso inapropiado de antibi6ticos de amplio espectro (Nielsen et al., 2025).
3.1.2. Identificacion de patogenos no cultivables y virus emergentes en nichos criticos

La limitacién fundamental del cultivo microbiol6gico es su incapacidad para
proporcionar un entorno de crecimiento para una vasta proporcion de la diversidad microbiana,
incluyendo bacterias fastidiosas, anaerobios estrictos y, por supuesto, virus. En nichos criticos
como el sistema nervioso central (SNC) o el tracto respiratorio inferior, esta limitacion puede
derivar en una tasa de diagnostico negativo superior al 50% en pacientes con sospecha clinica
clara de infeccion (Nielsen et al., 2025). Como bien exponen (Q. Zhang et al., 2023) y (Guo
et al., 2025), la mNGS ha irrumpido en este escenario como la Unica tecnologia capaz de

identificar la "materia oscura" del microbioma infeccioso.

En la meningitis y la encefalitis, el uso de MNGS en liquido cefalorraquideo (LCR) ha
facilitado el diagnostico de patdgenos tradicionalmente inalcanzables. (Benoit et al., 2024) y
(Coll et al., 2024) reportan casos donde la secuenciacion de nanoporos identificé organismos
como Leptospira borgpetersenii o Borrelia miyamotoi en pacientes cuyos paneles de PCR y
cultivos habian resultado negativos de manera persistente. El analisis de (Nielsen et al., 2025)
destaca que la mNGS de nanoporos es particularmente eficaz para detectar virus de ADN y

ARN en el SNC, logrando identificar arbovirus neuroinvasivos como el virus del Nilo
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Occidental o virus emergentes como el virus Potosi que presentan una carga viral efimera y

dificil de capturar mediante métodos especificos (Power et al., 2016).

La capacidad de identificacion se extiende a patdgenos bacterianos no cultivables que
residen en entornos polimicrobianos complejos. (Govender et al., 2025) ilustran cémo la
MNGS reveld la presencia de anaerobios criticos como Bacteroides fragilis y patdgenos
zoonoticos raros como Capnocytophaga canimorsus en pacientes con sepsis inexplicable.
Estos hallazgos no solo tienen una relevancia diagnostica, sino terapeutica inmediata,
permitiendo el ajuste de regimenes antibidticos empiricos ineficaces hacia terapias dirigidas
que impactan directamente en la morbimortalidad (Nielsen et al., 2025). Ademas, como
analizan (Struelens et al., 2024), la vigilancia gendmica en tiempo real proporcionada por la
mNGS es vital para la preparacion ante pandemias, permitiendo el monitoreo de saltos entre
especies de virus zoonoticos y la caracterizacion de variantes con capacidad de escape vacunal

antes de que se conviertan en amenazas para la salud publica global.

En conclusidn, la taxonomia agnostica impulsada por la secuenciacién de nanoporos
representa la disrupcion definitiva del dogma del cultivo. Al trascender los limites de la
sensibilidad de la PCR y la miopia del aislamiento microbioldgico, esta tecnologia nos permite
comprender la infeccion como un evento gendmico total. La integracion de la mNGS en la
practica clinica, apoyada por una biofisica de translocacion refinada y modelos de
interpretacion bioinformatica cuantitativos, posiciona a la metagendmica shotgun como el
nuevo estandar de oro para el diagnostico microbioldgico de precision en el siglo XXI (Nielsen
et al., 2025).

La arquitectura diagnéstica de la infectologia moderna estda experimentando una
metamorfosis radical, impulsada por la transicién de una microbiologia reactiva basada en la
capacidad de replicacion celular en medios artificiales hacia una vigilancia gendmica proactiva
y omnisciente. La taxonomia agnostica, facilitada por la secuenciacion metagendémica
(mNGS), permite la desarticulacion del dogma del cultivo al interrogar directamente la sefial
i6nica de los &cidos nucleicos en transito por nanoporos, eliminando la necesidad de objetivos
moleculares predefinidos. Como bien argumentan (Nielsen et al., 2025), esta aproximacion no
solo acelera la identificacion de patdgenos en fluidos criticos, sino que redefine nuestra
comprension de la esterilidad bioldgica al revelar una dinamica gendmica basal previamente

inalcanzable para los métodos convencionales.
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3.2. Cuantificacion absoluta de carga viral y bacteriana mediante profundidad de lectura

La precision en el diagndstico de procesos infecciosos sistémicos ha evolucionado mas
allad de la mera identificacion cualitativa para adentrarse en el &mbito de la metrologia
molecular cuantitativa. En la secuenciacion por nanoporos, la transduccion de sefiales
electroquimicas permite una estimacion de la biomasa microbiana mediante el analisis de la
profundidad de lectura y la cobertura gendémica. Tal como proponen (Nielsen et al., 2025), la
utilizacion de estandares internos de ADN de cadena sencilla (“spike-ins"), integrados en el
proceso de extraccion, facilita una normalizacion bioinformética que transforma los datos de
abundancia relativa en medidas de cuantificacion absoluta. Esta metodologia permite expresar
la carga microbiana en unidades de equivalentes genomicos por microlitro (GPM),
proporcionando una métrica objetiva de la intensidad del proceso infeccioso (Nielsen et al.,
2025).

La biofisica subyacente a esta cuantificacion absoluta radica en la estequiometria de la
biblioteca gendmica. Segun el analisis de (Agustinho et al., 2024), la profundidad de lectura
alcanzada para un taxon especifico es una funcién directa de su concentracion inicial en la
muestra, siempre que se controlen los sesgos derivados de la deplesién de ADN humano. En
escenarios de sepsis, la deteccién de niveles elevados de ADN microbiano libre de células
(cfDNA) correlaciona estrechamente con la gravedad del fallo organico evaluado mediante el
score SOFA, sugiriendo que la magnitud de la "DNAemia" microbiana es un biomarcador de

pronostico critico (Nielsen et al., 2025).

Complementariamente, la tecnologia de PCR digital (dPCR) ha emergido como un
complemento de validacion para la mNGS al permitir una discriminacion absoluta mediante la
particion estocastica de la muestra en miles de nanogotas. Como detallan (W. Yu et al., 2025)
y (Meslier et al., 2022), mientras que lamNGS ofrece una vision panoramica de la composicion
taxondmica, la dPCR proporciona una sensibilidad extrema para la cuantificacion de dianas
especificas, detectando fragmentos de patdgenos en concentraciones tan bajas que evaden el
umbral de deteccion de los métodos de cultivo (H. Yu et al., 2025). Esta sinergia tecnoldgica
es fundamental para monitorizar la cinética de aclaramiento del patégeno bajo presion
antibidtica, permitiendo ajustes terapéuticos basados en la carga genomica residual en tiempo
real (Nielsen et al., 2025).
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3.3. Sesgos de representacion genémica en bases de datos taxonémicas actuales

Uno de los desafios epistemoldgicos mas significativos en la metagendmica clinica es
la dependencia de repositorios gendmicos que presentan sesgos de representacion inherentes.
Las bases de datos actuales, como RefSeq o PATRIC, muestran un predominio
desproporcionado de microorganismos con relevancia econdémica o patogénica historica, lo que
genera una “"ventana de ceguera” para especies raras o linajes emergentes. Como analizan
(Agustinho et al., 2024), esta asimetria informativa puede derivar en clasificaciones erréneas,
donde secuencias de patdgenos desconocidos son asignadas de manera forzada a sus parientes

filogenéticos mas cercanos presentes en la base de datos.

La integridad de estas bases de datos es cuestionada ademas por la presencia de
contaminantes humanos infiltrados en genomas bacterianos depositados. (Meslier et al., 2022)
demostraron que miles de proteinas espurias han sido catalogadas erréneamente en bases de
datos taxondémicas debido a procesos de ensamblaje defectuosos que no lograron depletar
adecuadamente el material genético del hospedador (Agustinho et al., 2024). Este fendmeno
de contaminacidn biolégica induce un ruido bioinformatico que compromete la especificidad
diagndstica. Asimismo, como sefialan (Govender et al., 2025), la transferencia horizontal de
genes a través de plasmidos introduce una complejidad adicional; si una base de datos clasifica
errobneamente lecturas plasmaticas como pertenecientes a un cromosoma bacteriano, la
precision de la identificacion a nivel de especie se ve seriamente comprometida (Govender
et al., 2025).

Para mitigar estos sesgos, se hace imperativo el uso de herramientas como el Genome
Taxonomy Database (GTDB), el cual emplea una clasificacién basada en genomas completos
y rangos taxonomicos normalizados. Segun exponen (Park et al., 2025) y (Pinzauti et al.,
2025), este enfoque permite una mayor consistencia filogenética y facilita la identificacion de
variantes estructurales complejas que las bases de datos tradicionales suelen ignorar (Pinzauti
et al., 2025). La relevancia de este analisis critico es inmediata en la vigilancia de la resistencia
antimicrobiana (AMR), donde la representacion insuficiente de variantes alélicas de genes de
resistencia en las bases de datos de referencia (como CARD o ResFinder) puede resultar en

una subestimacion del riesgo clinico (Manzoor et al., 2025).
3.4. Deteccion de coinfecciones complejas en el paciente critico

La realidad biologica del paciente en estado critico especialmente aquel con grados

variables de inmunosupresion es intrinsecamente polimicrobiana, desafiando el principio de
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"un patogeno, una enfermedad"”. La metagendmica por nanoporos destaca por su capacidad
Unica de realizar una captura multimodal de sefiales gendmicas fangicas, bacterianas y virales
de manera simultanea. Como ilustran (Nielsen et al., 2025), en pacientes con neutropenia febril
0 neoplasias hematoldgicas, la MNGS ha revelado coinfecciones que permanecian invisibles
para el diagnostico convencional. En un caso reportado, el analisis detectd la presencia
concomitante de Staphylococcus epidermidis (52.4 GPM) vy el virus del sarcoma de Kaposi
(KSHV) en un paciente con sepsis refractaria, permitiendo una reorientacion terapéutica
integral (Nielsen et al., 2025).

La biofisica de la translocacion de lectura larga es particularmente ventajosa para
resolver estas coinfecciones. Al generar lecturas que abarcan fragmentos gendémicos extensos,
el sistema puede distinguir entre microorganismos que comparten regiones genéticas altamente
conservadas, como los operones ribosomales, pero que difieren en su virulencia o
susceptibilidad antibidtica. (Agustinho et al., 2024) argumentan que esta capacidad de "faseado
metagendmico” permite separar los haplotipos de diferentes especies en una muestra compleja,
facilitando la identificacion de patdgenos "ocultos"” que suelen ser eclipsados por el crecimiento

rapido de bacterias comensales en los cultivos tradicionales (Agustinho et al., 2024).

En el contexto de la neumonia severa y el distrés respiratorio, (Yin, s. f.) demuestran
que la mNGS de plasma permitio identificar coinfecciones virales (como CMV o EBV) junto
con hongos filamentosos como Aspergillus fumigatus, patdgenos que a menudo coexisten en
el nicho pulmonar del paciente critico inmunocomprometido (Yin, s. f.). La deteccion de estas
reactivaciones virales oportunistas no solo informa sobre la severidad de la inmunoparalisis del
huésped, sino que permite anticipar complicaciones sistémicas que impactan drasticamente en
la mortalidad (Nielsen et al., 2025).

3.5. Microbiota comensal vs. invasion patogénica: Definicion de umbrales diagnodsticos

La extrema sensibilidad de los secuenciadores de nanoporos impone el desafio clinico
de discriminar entre la microbiota saprofita, el ADN ambiental y el agente etioldgico real de la
infeccion. La definicion de umbrales diagnosticos rigurosos es el pilar que garantiza la
especificidad de la prueba metagendmica. Como bien analizan (Benoit et al., 2024) y (Nielsen
et al., 2025), no existe un umbral universal unico; la significancia de un hallazgo genémico

depende del nicho anatomico y de la naturaleza del microorganismo detectado.

Para bacterias, hongos y parasitos, la comunidad cientifica ha convergido hacia el uso
de métricas de normalizacion como el ratio de lecturas por millon (RPM). (Nielsen et al., 2025)
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proponen que una relacion > 10 entre las RPM de la muestra 'y las RPM de los controles internos
negativos es el estandar para considerar un hallazgo como clinicamente relevante. Sin embargo,
para los virus cuya carga gendémica puede ser efimera debido a la répida lisis celular o la
degradacion por nucleasas, el criterio se vuelve mas laxo pero especifico, la deteccion de > 3
lecturas no superpuestas alineadas con un genoma viral objetivo se acepta como evidencia de

presencia (Nielsen et al., 2025).

El andlisis critico de (Govender etal., 2025) subraya que estos umbrales
bioinformaticos deben ser validados mediante procesos de adjudicacion clinica. La presencia
de sefiales gendmicas de especies comunes de la flora cutdnea, como Staphylococcus hominis,
exige una evaluacion cuidadosa de la via de obtencidn de la muestra para descartar eventos de
contaminacion durante la venopuncién (Govender et al., 2025). Ademas, el fendmeno del "kit-
oma" el ADN microbiano residente en los reactivos de laboratorio debe ser monitorizado
longitudinalmente mediante bases de datos de contaminantes que el software de analisis utiliza
para el filtrado automatico de sefiales espurias (Nielsen et al., 2025). En ultima instancia, la
distincion entre colonizacion y patogenia invasiva no es solo una cuestion de recuento de
lecturas, sino de una interpretacién integrada que considere los biomarcadores de inflamacion

del hospedador y la evolucién clinica del paciente (Nielsen et al., 2025).

Tabla 3

Microbiota comensal vs. invasion patogénica: definicion de umbrales diagnosticos

Aspecto Microbiota comensal Invasién patogénica Implicacion parael
diagndstico molecular
Definicion Microorganismos que Presencia y proliferacion  La deteccidn genética por
habitan normalmente de un microorganismo si sola no confirma una
determinadas superficies  asociada con dafio infeccion; debe
y mucosas sin producir tisular, respuesta interpretarse junto con el
enfermedad en inflamatoria o contexto clinico.
condiciones habituales. manifestaciones clinicas.
Localizacion Habitualmente Puede aparecer en sitios  La localizacion de la
permanece en sitios estériles o alcanzar muestra modifica
donde forma parte del tejidos donde su considerablemente el
ecosistema microbiano presencia no es esperada.  significado de una lectura
normal. positiva.
Carga Puede presentar cargas Una carga elevada puede  La profundidad de
microbiana elevadas sin representar ~ apoyar la existencia de lectura debe interpretarse

necesariamente
enfermedad.

infeccion, aunque el
valor diagnostico
depende del

junto con controles y
métodos cuantitativos.
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microorganismo y del
tipo de muestra.

Diversidad Suele existir una Puede observarse El analisis metagenémico
microbiana comunidad diversay predominio de un permite estudiar cambios
relativamente microorganismo en la composicion de la
equilibrada. especifico o alteracion de  comunidad.
la estructura comunitaria.
Relacién con Existe una interaccion La interaccién puede La evidencia molecular
el huésped generalmente compatible  producir dafio celular, debe relacionarse con
con la homeostasis del invasion, inflamacion o signos clinicos y
organismo. alteracion de la funcion biomarcadores de
tisular. respuesta del huésped.
Respuesta Generalmente existe Puede producirse una La combinacidn de datos
inmunitaria tolerancia o respuesta respuesta inflamatoria microbiolégicos y
inmunitaria controlada. asociada con la respuesta del huésped
infeccion. aumenta la capacidad de
discriminacion
diagnostica.
Daifio tisular No se espera dafio Puede existir lesion, La deteccion del

asociado exclusivamente
con su presencia
habitual.

inflamacion o alteracion
funcional relacionada
con la infeccion.

microorganismo adquiere
mayor relevancia cuando
existe evidencia
independiente de dafio.

Profundidad de
lectura

Puede generar numerosas
lecturas debido a su
abundancia natural en
determinadas muestras.

El aumento de lecturas
especificas puede
respaldar una mayor
representacion del
microorganismo.

Un elevado namero de
lecturas no debe
interpretarse
automaticamente como
invasion.

Cobertura
gendmica

Puede presentar
cobertura extensa cuando
el microorganismo es
abundante en la muestra.

Una cobertura amplia y
especifica puede
fortalecer la evidencia de
presencia activa,
dependiendo del
contexto.

La cobertura debe
analizarse junto con
identidad, calidad y
distribucion de las
lecturas.

Persistencia

Puede mantenerse de
forma estable como parte
de la microbiota.

Puede presentar
incremento,
desplazamiento hacia
otros tejidos o
persistencia asociada con
enfermedad.

El analisis longitudinal
puede ayudar a
diferenciar colonizacion
de infeccion.

Sitios
anatémicos
estériles

Su presencia
generalmente seria
inesperada en
condiciones normales.

La deteccion en
determinados sitios
estériles puede tener una
mayor relevancia clinica.

El sitio de obtencion de
la muestra constituye un
criterio fundamental para
establecer un umbral
interpretativo.
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Umbral
diagnostico

Debe evitarse considerar
cualquier deteccion como
evidencia de enfermedad.

El umbral debe
establecerse
considerando carga,
contexto clinico, tipo de
muestra y evidencia de
dafio.

Los puntos de corte
deben validarse para cada
microorganismo, muestra
y plataforma analitica.

Riesgo de falso
positivo
clinico

Alto cuando se interpreta
la presencia de ADN
como infeccion sin
considerar colonizacion.

Puede reducirse
mediante criterios
combinados de
abundancia,
especificidad y evidencia
clinica.

La interpretacién debe
evitar transformar la
simple deteccion
molecular en diagndstico
automatico.

Riesgo de falso
negativo

Puede producirse cuando
la carga es baja o existe
predominio del ADN del
huésped.

Puede ocurrir cuando la
concentracion
microbiana esta por
debajo del limite de
deteccion.

La profundidad de
secuenciacion y la
deplecién del ADN del
huésped pueden mejorar
la sensibilidad.

Interpretacion
mediante
Nanopore

Las lecturas identificadas
representan material
genético presente en la
muestra, pero no
necesariamente infeccién
activa.

Las lecturas especificas,
especialmente cuando se
acompafian de otros
indicadores, pueden
aportar evidencia de
infeccion.

La ventaja de la lectura
en tiempo real debe
complementarse con
algoritmos y criterios
clinicos de
interpretacion.

Confirmacion
diagnostica

Generalmente requiere
correlacion con el estado
clinico y microbioldgico.

Puede requerir pruebas
confirmatorias, cultivo,
PCR especifica u otras
evidencias segun el caso.

La metagendmica debe
integrarse dentro de un
proceso diagndstico
multimodal.

Nota: Elaboracion propia a partir de y (Marchukov et al., 2023).

La diferenciacion entre la microbiota comensal y la invasion de patdgenos representa
uno de los principales desafios en el ambito de la metagendmica clinica. Esto ocurre porque
limitarse a detectar el material genético de un microorganismo no es suficiente para validar la

presencia de una infeccion.

Un microorganismo puede hallarse en grandes cantidades como parte de la microbiota
habitual, pero si se encuentra en un tejido o area donde no deberia estar, su presencia podria
tener un significado clinico muy distinto. Por ello, los criterios diagndsticos no deberian
fundamentarse Gnicamente en un nimero fijo de lecturas, sino que es necesario tener en cuenta
la profundidad y cobertura de la secuenciacion, la carga microbiana, la ubicacion anatomica,

las caracteristicas de la muestra, la reaccion del hospedador y las manifestaciones clinicas.

Con respecto a Nanopore, esta interpretacion resulta particularmente importante, ya que
su capacidad para generar lecturas rapidamente puede permitir la identificacion de

microorganismos comensales, colonizadores y posibles patdgenos en una Unica muestra. Por
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tanto, es esencial evolucionar de una logica de “presencia o ausencia” a una evaluacion mas
detallada que establezca si la sefial molecular indica colonizacion, desbalance microbiano o

invasion patogénica.

Asi, la determinacion de los umbrales diagndsticos debe basarse en criterios validados
y especificos para cada microorganismo, tipo de muestra y contexto clinico, lo que contribuira
a disminuir tanto el riesgo de sobrediagnostico como la posibilidad de no detectar una infeccion

real.

En conclusién, la taxonomia agnostica impulsada por la secuenciacion de nanoporos
representa la culminacion de un cambio de paradigma en el diagndstico molecular. Al integrar
cuantificaciéon absoluta, analisis critico de bases de datos, resolucién de coinfecciones y
umbrales de decision validados, la metagendmica shotgun se posiciona como la herramienta
definitiva para una medicina de precision que trasciende las limitaciones historicas del cultivo

microbioldgico.

La microbiologia diagndstica ha operado durante mas de un siglo bajo la hegemonia
del cultivo purificado, una metodologia que, si bien es el estdndar de oro histérico, impone una
restriccion bioldgica sustancial, la obligatoriedad de la viabilidad celular y la replicacion in
vitro. La irrupcion de la secuenciacion metagenémica (MNGS) de lectura larga ha provocado
una desarticulacion de este paradigma, instaurando una "taxonomia agndstica" que no
discrimina entre microorganismos cultivables y no cultivables. Como bien sefialan (Nielsen
et al., 2025), esta transicion permite el interrogatorio directo de la sefial gendémica total,
capturando la complejidad de los ecosistemas infecciosos sin los sesgos de enriquecimiento

selectivo inherentes a los medios de cultivo tradicionales.
3.5.1. El papel de la metagenomica en la redefinicion de los postulados de Koch

La relacion causal entre un agente patdgeno y un cuadro clinico, fundamentada
histéricamente en los postulados de Koch, exige el aislamiento del microorganismo en un
cultivo puro y su posterior inoculacién para reproducir la patologia. Sin embargo, la biofisica
de la metagenomica moderna propone una redefinicion molecular de estos criterios. Al emplear
biosensores de nanoporos que detectan la sefial idnica de fragmentos gendmicos directamente
de matrices clinicas, la mNGS permite establecer una asociacion estadistica y bioldgica
inequivoca entre la presencia de un patdgeno y el estado inflamatorio del hospedador, incluso

en ausencia de aislamiento fisico (Nielsen et al., 2025).
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Esta "causalidad gendémica™ se apoya en la cuantificacion absoluta de la biomasa
microbiana. Tal como postulan (Nielsen et al., 2025) y (Parhofer et al., 2026), la correlacion
entre la carga microbiana libre de células (ccfDNA) y los biomarcadores de severidad organica,
como el score SOFA, sugiere que la deteccion genémica no es un evento fortuito, sino un
reflejo fiel de la dindmica de invasion sistémica. En este nuevo marco epistemoldgico, el primer
postulado de Koch (presencia constante en la enfermedad) se satisface mediante la profundidad
de lectura metagenémica, mientras que el segundo postulado (aislamiento) es sustituido por la
reconstruccion bioinformética de genomas completos a partir de metagenomas (MAGS),
permitiendo una caracterizacion de linajes con una resolucion que el cultivo jaméas podria
alcanzar (Agustinho et al., 2024). La relevancia clinica de esta redefinicion es inmediata en el
diagndstico de enfermedades idiopaticas, donde la deteccidn de firmas gendmicas de patdgenos
fastidiosos permite una adjudicacion diagnostica basada en evidencia molecular robusta
(Nielsen et al., 2025).

3.5.2. Deteccion de parasitos y microeucariotas mediante secuenciacion de lectura larga

La deteccion de parasitos y otros microorganismos eucariotas en fluidos clinicos
representa uno de los desafios mas complejos para la metagendmica de lectura corta, debido a
la magnitud de sus genomas y la abundancia de regiones repetitivas que confunden los
algoritmos de alineamiento convencional. No obstante, la biofisica de la secuenciacion de
lectura larga (LRS), facilitada por plataformas como Oxford Nanopore, ha transformado esta
limitacion en una ventaja analitica. Al generar lecturas que superan las kilobases de longitud,
el sistema puede atravesar regiones de alta complejidad estructural, permitiendo una

discriminacidn taxondmica precisa entre especies de paréasitos filogenéticamente cercanas.

Como bien analizan (Milburn et al., 2024) y (H. Yu et al., 2025), en infecciones del
sistema nervioso central, la mMNGS de nanoporos ha demostrado una sensibilidad superior para
identificar protozoos como Toxoplasma gondii o parasitos emergentes que suelen evadir los
paneles de PCR especificos. La mecénica de esta deteccion se fundamenta en la capacidad de
los poros de la serie R10 para resolver variantes de un solo nucle6tido y variaciones
estructurales (SVs) dentro de los operones ribosomales eucariotas. (Agustinho et al., 2024)
destacan que el uso de lecturas ultra-largas facilita el "faseado” metagendmico, permitiendo
separar el material genético del hospedador humano del de los microeucariotas invasores,
incluso cuando la biomasa del parasito es marginal (Milburn et al., 2024). Esta capacidad de

interrogar genomas complejos de forma agndstica es vital para la resolucion de cuadros de
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meningitis y encefalitis de etiologia desconocida, donde la demora en la identificacion del

parasito se traduce en secuelas neuroldgicas irreversibles (Milburn et al., 2024).
3.6. Integracion de datos morfologicos clasicos con el fenotipado genémico

La integracién de la morfologia microscopica tradicional con el perfilado genémico de
alta resolucion constituye la frontera actual del diagndstico microbioldgico integrado.
Histdricamente, la identificacion microbiana ha dependido de la observacion de la tincion de
Gram y las caracteristicas de crecimiento colonial, procesos que, aungque informativos, son
inherentemente subjetivos y tardios. La metagendmica de nanoporos permite realizar un
"fenotipado gendmico™ casi en tiempo real, donde la identidad del microorganismo se deduce

de su firma eléctrica antes de que sea visible en un microscopio o placa de agar.

Figura 4

Influencia del plegamiento secundario de ARN en la secuencia directa

Integracion de datos morfologicos clasicos con el fenotipado gendmico

Un enfoque complementario para una selecciéon mas precisa y eficiente
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La integracién de datos morfoldgicos clasicos con el fenotipado genémico permite decisiones de mejoramiento

mas informadas, acelerando el desarrollo de variedades superiores.

Nota: Elaboracion propia a partir de (Govender et al., 2025),

Tal como ilustran (Govender et al., 2025), el uso de flujos de trabajo directos desde
hemocultivos positivos permite la identificacion de especies en menos de dos horas, con una
precision del 98% que supera los limites de la espectrometria de masas MALDI-TOF. La

verdadera disrupcion radica en la capacidad de predecir el fenotipo de resistencia
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antimicrobiana (AMR) directamente de la secuencia. Como exponen (Manzoor et al., 2025) y
(Meslier et al., 2022), la presencia de genes de resistencia especificos como mecA para MRSA
0 blakKPC para carbapenemasas detectados mediante modelos de aprendizaje profundo en
nanoporos, presenta una concordancia superior al 90% con las pruebas de susceptibilidad
fenotipicas (AST) (Govender et al., 2025).

La sinergia permite que el clinico integre la morfologia preliminar (ej. "cocos
grampositivos en racimos™) con una confirmacion gendémica inmediata y un perfil de
susceptibilidad predictivo, permitiendo una desescalada antibiotica dirigida en una ventana

terapéutica criticamente temprana (Govender et al., 2025).
3.7. Controversias actuales, analisis critico de la evidencia y perspectivas futuras

A pesar de su innegable potencial, la adopcion sistémica de la metagendmica agndstica
se enfrenta a controversias técnicas y econdémicas significativas. La principal critica de la
comunidad médica internacional reside en la falta de estandarizacion de los umbrales
diagndsticos y la influencia del "kit-oma™ o ADN ambiental en la interpretacion de los
resultados. Como bien argumentan (Albitar et al., 2023) y (Nielsen et al., 2025), la extrema
sensibilidad de los secuenciadores de nanoporos puede derivar en la deteccidn de trazas de
ADN que no tienen relevancia clinica activa, generando un ruido bioinformético que exige

procesos de adjudicacion clinica rigurosos para evitar el sobretratamiento antimicrobiano.

El analisis critico de la evidencia, segin (Govender et al., 2025) y (Power et al., 2016),
revela que aunque la mNGS reduce drasticamente el tiempo de identificacion, aln son
necesarios ensayos clinicos controlados aleatorizados (RCTs) que demuestren que esta rapidez
diagnostica se traduce inequivocamente en una reduccion de la mortalidad a largo plazo.
Ademas, el costo operativo de las plataformas de alto rendimiento sigue siendo una barrera
para su implementacion en entornos de recursos limitados, donde el cultivo sigue siendo el
pilar fundamental (Milburn et al., 2024).

Las perspectivas futuras se centran en la democratizaciéon del diagnéstico mediante
dispositivos portatiles de bajo costo y la integracion de la inteligencia artificial (1A) "confiable"
para la interpretacion automatizada de perfiles metagendmicos complejos. (Goktas &
Grzybowski, 2025) y (Kardjadj, 2025) anticipan que el desarrollo de biosensores integrados
sobre chips CMOS, combinados con algoritmos de aprendizaje profundo que operen
localmente (edge computing), permitira la transicion de la mNGS desde los laboratorios

centralizados hacia el punto de atencion (point-of-care). Asimismo, la evolucion hacia la
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protedmica de nanoporos para la deteccion de aminoacidos individuales promete una
resolucion diagnostica multimodal que redefinira nuestra comprension de la fisiopatologia de

las enfermedades infecciosas en la era de la medicina de precision (Van Dijk et al., 2023).

En conclusidn, la taxonomia agnostica impulsada por la secuenciacion de nanoporos
representa el fin de la era de la dependencia del cultivo. Al redefinir los postulados de Koch en
términos genomicos, resolver la identidad de parasitos complejos y fusionar los datos
morfoldgicos con el fenotipado molecular, esta tecnologia se posiciona como el nuevo estandar
de oro para la vigilancia epidemioldgicay el diagndstico clinico global en el siglo XXI (Nielsen
et al., 2025).
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Capitulo IV

Basecalling de Alta Fidelidad y Procesamiento de Sefial mediante Redes

Neuronales

La transicion de la sefial analdgica cruda, generada por el transito de biopolimeros a
través de un poro nanoscopico, hacia un cddigo digital legible constituye el nucleo
computacional de la metagenémica moderna. En la tecnologia de nanoporos, este proceso,
denominado basecalling, no es una simple traduccion lineal, sino una inferencia probabilistica
de alta complejidad que debe resolver las sutiles fluctuaciones de la corriente idnica medidas
en la escala de los picoamperios. Como bien exponen (Agustinho et al., 2024), la eficacia de
esta etapa define la utilidad clinica de la secuenciacién, puesto que la precision en la
identificacion de especies y la deteccion de variantes de resistencia dependen directamente de

la fidelidad con la que el software interpreta los eventos de oclusion del sensor.
4.1. Arquitecturas de redes neuronales recurrentes para la traduccion de corriente a bases

El fundamento biofisico de la secuenciacion de nanoporos radica en la monitorizacion
continua de un flujo idnico a través de una membrana de alta resistencia. Cuando una hebra de
acido nucleico atraviesa el poro, ocluye parcialmente el canal, provocando caidas de corriente
proporcionales al volumen estérico y la densidad de carga de los nucledtidos presentes en la
zona de deteccion. Esta sefial cruda, conocida como "garabato" o squiggle, presenta una
naturaleza intrinsecamente secuencial y temporal, donde el estado actual de la sefial esta

influenciado por las bases que acaban de transitar y por aquellas que estan por entrar.

Para abordar esta interdependencia temporal, la bioinformatica clinica ha adoptado las
arquitecturas de redes neuronales recurrentes (RNN). Segln detallan (Van Dijk et al., 2023), a
diferencia de los modelos de Markov ocultos (HMM) utilizados en las primeras iteraciones de
la tecnologia, las RNN poseen capas de memoria interna que permiten capturar dependencias
de largo alcance dentro de la sefial eléctrica. Esta capacidad es fundamental para corregir el
ruido derivado de la velocidad variable de la helicasa, la proteina motora que regula el paso del
ADN. Como analizan (Meng etal., 2025) en su estudio pionero sobre DeepNano, la
implementacién de capas bidireccionales de memoria de corto y largo plazo (Bi-LSTM)
permite que el algoritmo procese la informacion tanto hacia adelante como hacia atras,

optimizando la asignacion de probabilidades para cada nucleétido (Van Dijk et al., 2023).

La evolucion de estas arquitecturas ha permitido el desarrollo de herramientas de

vanguardia como Guppy Yy, mas recientemente, Dorado. Tal como argumentan (Agustinho
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et al., 2024), Dorado representa un hito en la eficiencia computacional al integrar modelos de
aprendizaje profundo optimizados para procesadores graficos (GPU), lo que facilita un
basecalling en tiempo real con una latencia minima. Esta agilidad es critica en el diagndstico
de patologias agudas, como la sepsis o la meningitis bacteriana, donde cada minuto de demora
en la identificacion del patdgeno incrementa el riesgo de secuelas permanentes o muerte
(Nielsen et al., 2025). Ademas, la flexibilidad de estas RNN permite al clinico seleccionar entre
diferentes modelos de precision (FAST, High-Accuracy o Super-Accuracy), equilibrando la
necesidad de resultados inmediatos con la exigencia de una fidelidad diagnéstica superior
(Agustinho et al., 2024).

La relevancia de una traduccion precisa de la corriente a bases trasciende la taxonomia.
En la vigilancia gendmica de la resistencia antimicrobiana (AMR), un error de basecalling en
una region codificante podria derivar en la omision de una mutacion puntual critica, como las
SNVs en los genes gyrA o parC que confieren resistencia a las fluoroguinolonas (Manzoor
et al., 2025). Por ello, el refinamiento de las RNN es un proceso de optimizacion continua que
busca alcanzar puntuaciones de calidad Phred superiores a Q20 (precision del 99%), cerrando
la brecha histérica que separaba a la tecnologia de nanoporos de las plataformas de lectura
corta (Van Dijk et al., 2023).

4.2. Modelos de aprendizaje profundo para la correccion de errores en homopolimeros

Uno de los desafios mas persistentes en la biofisica de nanoporos ha sido la resolucion
exacta de las regiones de homopolimeros, es decir, secuencias compuestas por la repeticion del
mismo nucledtido (ej. AAAAA). En estas zonas, el volumen estérico y la firma eléctrica
permanecen constantes mientras la molécula transita por la constriccion del poro, lo que genera
una sefial de corriente en meseta dificil de segmentar. Histéricamente, esto resultaba en errores
de insercion y delecién (indels), donde el secuenciador no lograba determinar con exactitud el

namero de bases idénticas presentes (Van Dijk et al., 2023).

Para mitigar este fendmeno, la ingenieria de sistemas ha convertido en una solucién
dual, la mejora del hardware de los poros y la sofisticacion de los modelos de aprendizaje
profundo. Como explican (Van Dijk et al., 2023) y (Agustinho et al., 2024), la introduccion de
la serie de poros R10 ha sido determinante. Estos sensores poseen una geometria con dos zonas
de lectura distintas, lo que permite una deteccion redundante de la molécula. Cuando un
homopolimero atraviesa el poro R10, las dos zonas de deteccion capturan firmas eléctricas

ligeramente desfasadas, proporcionando una informacion espacial que los modelos de
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aprendizaje profundo pueden explotar para contar las bases con precision milimétrica (Van

Dijk et al., 2023).

Tabla 4

Principales elementos del aprendizaje profundo aplicado a la correccion de homopolimeros

Elemento

Descripcion

Funcidon en la
correccion

Importancia clinica

Sefal eléctrica

Variacién de corriente
producida cuando el
acido nucleico atraviesa
el nanoporo.

Constituye la
informacion primaria
utilizada por los
modelos para inferir la
secuencia.

Su adecuada
interpretacién condiciona
la precision del
diagndstico molecular.

Homopolimero

Region formada por la
repeticion consecutiva de
un mismo nucleotido,

Representa una region
donde puede ser dificil
determinar el nimero

Los errores pueden
afectar la identificacion
de variantes y

como AAAAA 0 exacto de bases. caracteristicas genéticas
GGGGG. microbianas.
Basecalling Conversion Genera la lectura inicial Constituye una etapa

computacional de la
sefial eléctrica en una
secuencia de
nucleotidos.

sobre la cual pueden
actuar los algoritmos de
correccion.

esencial para obtener
informacidn genética
interpretable.

Aprendizaje

Uso de redes neuronales

Identifica patrones

Permite aumentar la

profundo capaces de aprender asociados con errores confiabilidad de los datos
patrones complejos a de secuenciacion y utilizados en andlisis
partir de grandes propone una secuencia  clinicos.
conjuntos de datos. corregida.
Redes Modelos Analizan informacion Favorecen una
neuronales computacionales contextual y identificacion molecular
entrenados para caracteristicas de las mMAs precisa.
reconocer relaciones sefiales para mejorar la
entre sefiales y inferencia.
secuencias.
Errores de Incorporacion de una El algoritmo identifica ~ Su correccién evita
insercion base que no corresponde  patrones que sugieren alteraciones artificiales
a la secuencia original. nucledtidos adicionales. en la secuencia genética.
Errores de Omision de una 0 mas El modelo detecta Es especialmente
delecion bases durante la lectura.  posibles bases ausentes  importante en regiones
y reconstruye la repetitivas y anlisis de
secuencia. variantes.
Errores de Una base es interpretada  El modelo compara Reduce el riesgo de

sustitucion

como otra diferente.

patrones de sefial y
contexto para
seleccionar la base més
probable.

falsos cambios genéticos.

Contexto de
secuencia

Informacion
correspondiente a las
bases que rodean la
region analizada.

Ayuda al modelo a
diferenciar patrones
ambiguos de
homopolimeros.

Mejora la interpretacion
de regiones genoémicas
complejas.

Entrenamiento

Proceso mediante el cual
el modelo aprende
utilizando secuencias y

Permite reconocer
patrones de error y

La calidad y diversidad
de los datos de
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sefiales previamente
conocidas.

establecer predicciones
mMAs precisas.

entrenamiento influyen
en el desempefio.

Correccion de

Proceso posterior al

Genera una secuencia

Mejora la confiabilidad

lecturas basecalling destinadoa  con mayor exactitud de la identificacion
reducir errores. para analisis taxondémica y funcional.

posteriores.

Validacion Comparacion de las Determina la precision  Es necesaria antes de
secuencias corregidas real del modelo. utilizar los resultados en
con referencias o aplicaciones clinicas.
métodos independientes.

Resistencia Informacion genética La correccion precisa Puede contribuir a una

caracterizacion
molecular mas confiable
de microorganismos.

evita errores en la
identificacion de genes
y variantes relevantes.

antimicrobiana  asociada con genes o
mutaciones que

confieren resistencia.

Nota: Elaboracion propia a partir de (Govender et al., 2025),

La utilizacién de modelos de aprendizaje profundo para rectificar fallas en homopolimeros
representa un progreso notable en el andlisis de datos de secuenciacion Nanopore. Esto hace posible
gue, mediante herramientas informaéticas, se supere una limitacién fundamental relacionada con la
naturaleza de la sefial eléctrica. Cuando mdaltiples nucle6tidos iguales pasan consecutivamente por el
nanoporo, puede ser dificil diferenciar entre una repeticion de cierta longitud y otra que sea ligeramente
maés larga o mas corta. Es aqui donde los algoritmos de aprendizaje profundo son Utiles, ayudando a

reducir esta dificultad al identificar patrones tanto en la sefial como en el contexto de la secuencia.

De esta forma, el procedimiento ya no se basa solo en una lectura directa de la corriente, sino
gue integra modelos que pueden deducir la secuencia mas probable a partir de varias caracteristicas. En
el campo de la metagenémica clinica, esta mejora es esencial, ya que una mayor exactitud en las areas
repetitivas optimiza la caracterizacion de genomas microbianos, la identificacion de variantes y el
analisis de genes funcionales, incluyendo aquellos relacionados con la resistencia a los antimicrobianos.
No obstante, es fundamental considerar que la correccion informatica no elimina completamente la
posibilidad de errores, por lo que es necesario verificar los resultados y llevar a cabo controles de calidad

antes de usarlos como evidencia.

Complementariamente, los algoritmos de correccion basados en redes neuronales
convolucionales (CNN) y transformadores (transformers) han revolucionado la interpretacion
de estas regiones. Segun el andlisis critico de (Agustinho et al., 2024), modelos como Remora
estan disefiados para identificar no solo las cuatro bases canonicas en regiones repetitivas, sino
también modificaciones epigenéticas simultaneamente, utilizando la varianza de la sefial
eléctrica como un biomarcador de la identidad nucleotidica. La quimica V14 de Oxford
Nanopore, combinada con el motor proteico optimizado, ha estabilizado la cinética de
translocacion, reduciendo los eventos de deslizamiento enziméatico que solian exacerbar el

problema de los homopolimeros (Van Dijk et al., 2023).
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La precision en la resolucion de homopolimeros tiene un impacto directo en la
reconstruccion de genomas completos a partir de metagenomas (MAGs). Como sefialan (Meng
et al., 2025) y (Agustinho et al., 2024), la capacidad de ensamblar secuencias continuas y sin
brechas (gaps) depende de la fidelidad del basecalling en regiones de baja complejidad
geneética. En entornos clinicos, esto permite distinguir entre cepas de patdgenos estrechamente
relacionadas que solo difieren en la longitud de ciertos tractos repetitivos asociados con
factores de virulencia o evasién inmune (Nielsen et al., 2025). Asimismo, esta fidelidad es
esencial para el mapeo del resistoma, ya que muchos genes de resistencia estan flanqueados
por elementos genéticos maoviles que contienen secuencias repetitivas, cuya resolucion es vital
para entender la dinamica de transmision horizontal en brotes hospitalarios (Agustinho et al.,
2024).

En conclusion, la bioinformatica de nanoporos ha transitado desde algoritmos de
procesamiento de sefial rudimentarios hacia ecosistemas de aprendizaje profundo altamente
sofisticados. La integracion de arquitecturas RNN para la traduccién de corriente y modelos
avanzados para la correccion de errores en homopolimeros constituye el cimiento sobre el cual
se construye la metagendmica clinica de precision. Esta sinergia entre biotecnologia y
computacion de alto rendimiento permite que la secuenciacion de molécula Unica proporcione
datos gendmicos con una exactitud que redefine los estandares de la medicina diagndstica

contemporanea (Nielsen et al., 2025).

4.3. Bioinformatica de la identificacion taxonémica y procesamiento de datos en el punto

de atencion

La arquitectura bioinformatica contemporanea ha evolucionado para transformar la sefial
electroquimica de los nanoporos en decisiones clinicas inmediatas. Este proceso demanda una
infraestructura que equilibre la velocidad de procesamiento con la sofisticacion algoritmica,
permitiendo que la metagendmica shotgun transite de ser una herramienta de laboratorio
centralizado hacia una plataforma diagnéstica ubicua. La optimizacién de la inferencia
computacional, el uso de estructuras de datos compactas como los k-mers y la implementacion

de técnicas de filtrado activo en el sensor representan los pilares de esta revolucion digital.

Tabla 5

Bioinformatica de la identificacion taxonomica y procesamiento de datos

Etapa del Proceso principal Datos obtenidos Proposito Aplicacion en
procesamiento dentro del el punto de
diagnostico atencién

(Point-of-Care)

55



1. Adquisicion de  El secuenciador Seriales eléctricas  Obtener la Permite
datos Nanopore registra  crudas y datos de  informacion comenzar el
las sefiales secuenciacion en  molecular inicial — anélisis
eléctricas tiempo real. de la muestra. inmediatamente
producidas después de
durante el paso iniciar la
del ADN o ARN secuenciacion,
por los nanoporos. sin esperar a
completar toda
la corrida.
2. Basecalling Los algoritmos Lecturas de ADN  Transformar una  Puede
convierten las 0 ARN en sefal fisica en ejecutarse de
sefiales eléctricas ~ formato digital. informacion manera local o
en secuencias de genética mediante
nucleotidos interpretable. sistemas
mediante modelos informaticos
computacionales. proximos al
lugar donde se
realiza el
diagnostico.
3. Control de Se evallan Lecturas filtradas  Reducir erroresy  Facilita
calidad longitud, calidad, v clasificadas evitar que datos  decisiones

rendimiento y
caracteristicas de

segun su calidad.

deficientes
interfieran con la

rapidas sobre la
suficiencia de

las lecturas identificacion los datos para
obtenidas. microbiana. continuar el
analisis.
4. Clasificacion Las secuencias se  Identificacion de  Determinar qué Permite generar
taxondmica comparan con bacterias, hongos, microorganismos una primera
bases de datos virus y otros estan presentes identificacion
gendmicas para microorganismos.  en la muestra. durante la
determinar su propia
posible origen secuenciacion.
taxonémico.
5. Andlisis de Se cuantifican y Proporcion y Ayudar a Puede contribuir
abundancia comparan las profundidad de diferenciar a priorizar los
lecturas asignadas lectura por taxdn.  microorganismos —agentes
a los diferentes predominantes de potencialmente
microorganismos. sefiales de baja relevantes para
representacion. la situacion
clinica.
6. Analisis Se investigan Genes de Complementar la  Puede aportar
funcional genes 'y resistencia identificacion informacién
caracteristicas antimicrobiana, taxonodmica con adicional para
funcionales factores de informacion orientar la

asociadas con los
microorganismos
identificados.

virulenciay
funciones
metabodlicas, entre
otros.

biolégica
relevante.

evaluacién de
una infeccion y
sus posibles
mecanismos de
resistencia.

7. Integracion
clinica

Los resultados
bioinformaticos se
relacionan con el
tipo de muestra,

Evidencia
microbioldgica
contextualizada.

Evitar interpretar
la deteccion
molecular de
manera aislada.

Favorece una
interpretacion
répida y
contextualizada
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antecedentes,
signos clinicos y
otros resultados
de laboratorio.

en escenarios
asistenciales.

8. Reporte clinico  Los resultados Informe Convertir los Permite acortar
relevantes se microbioldgicoy  datos de el intervalo
presentan de molecular. secuenciaciénen  entre la
forma resumida y informacién Gtil  obtencion de la
comprensible para para la toma de muestray la
el profesional decisiones. disponibilidad
sanitario. de informacion

diagnostica.

9. Los resultados Datos agregados  Identificar Especialmente

Retroalimentacion pueden sobre patrones, brotesy  (til en UCI,

y vigilancia incorporarse a microorganismos, cambios hospitales,
sistemas de resistencia y epidemiol6gicos.  laboratorios de
vigilancia 'y distribucion de vigilancia y
analisis Casos. regiones con
epidemioldgico. infraestructura

limitada.

Nota: Elaboracion propia a partir de (Nielsen et al., 2025).

La bioinformatica es esencial para la determinacion taxondémica y el manejo de datos
en el lugar de atencidn, ya que convierte las sefiales que produce la secuenciacion Nanopore
en informacién sobre microorganismos, lo que resulta muy valioso para el diagnostico. El
proceso comienza con la captura de sefales eléctricas, seguido por el basecalling, en el que
estas sefiales se traducen en secuencias de nucleétidos. A continuacion, se implementan pasos
de control de calidad, clasificacion taxondmica, andlisis de abundancia y caracterizacion

funcional, culminando en la elaboracion de un informe clinico.

En la estructura es vital, ya que cada fase cumple una funcion especifica y juntas forman
una cadena de procesamiento donde la velocidad en la generacion de datos necesita estar
alineada con algoritmos que puedan analizarlos e interpretarlos de manera eficiente. La nocion
de Point-of-Care (PoC) tiene particular relevancia en este contexto, ya que busca llevar el
analisis molecular al lugar donde la informacion es verdaderamente necesaria, reduciendo la
dependencia de laboratorios centrales y facilitando respuestas mas rapidas. Por ejemplo, en una
unidad de cuidados intensivos, el andlisis metagendmico puede ser decisivo para identificar

rapidamente los microorganismos presentes en muestras de pacientes con infecciones severas.

En el contexto de la vigilancia epidemiologica, ayuda a detectar y monitorear agentes
infecciosos; durante brotes en hospitales, posibilita la comparacion de perfiles genéticos y
respalda la investigacion de posibles vias de transmision. Ademas, en regiones alejadas o con

poca infraestructura, las plataformas de secuenciacion portatiles pueden ofrecer capacidades
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de analisis molecular en sitios donde hay un escaso acceso a laboratorios especializados. Por
lo tanto, el verdadero valor de esta estructura bioinformatica no se limita a identificar un
microorganismo, sino que se centra en crear un flujo integrado que va desde la deteccion hasta

la interpretacion de los datos.
4.3.1. Inferencia computacional en dispositivos locales (Edge Computing) frente a la nube

La dicotomia entre el procesamiento local y el analisis en la nube define la agilidad del
diagnostico gendmico. La inferencia en dispositivos locales, o edge computing, se fundamenta
en la integracion de unidades de procesamiento grafico (GPU) y circuitos integrados de
aplicacion especifica (ASIC) directamente en el hardware de secuenciacion, como ocurre en
las plataformas GridION y PromethlON. Como bien analizan (Agustinho et al., 2024), esta
configuracién permite la ejecucion de modelos de basecalling de alta fidelidad, como Dorado,
que operan con una latencia minima al procesar la sefial de corriente en el mismo sitio donde

se genera.

Desde una perspectiva clinica, el edge computing es el garante de la autonomia
diagnostica en escenarios de vigilancia epidemioldgica de campo o en unidades de cuidados
criticos. Al eliminar la dependencia de la transferencia masiva de datos hacia servidores
remotos, se mitigan los riesgos asociados a la inestabilidad de la conexion a internet y se
preserva la confidencialidad de la informacién genética del paciente en un entorno local
(Agustinho et al., 2024). Ademas, herramientas como Dorado estan optimizadas para realizar
el llamado de bases en tiempo real, lo que facilita que la identificacion taxondmica comience
apenas minutos después de iniciada la corrida, una caracteristica vital para el manejo de

patologias de progresion fulminante como la sepsis bacteriana (Nielsen et al., 2025).

En contraste, las soluciones basadas en la nube, como BugSeq, ofrecen una
escalabilidad y capacidad de almacenamiento que superan las restricciones fisicas del hardware
local. Segun describen (Meng et al., 2025) y (Agustinho et al., 2024), estas plataformas
permiten el acceso a bases de datos taxonOmicas y de resistencia antimicrobiana (AMR)
exhaustivas y constantemente actualizadas, las cuales serian imposibles de alojar en
dispositivos portatiles. La computacion en la nube facilita la implementacion de flujos de
trabajo bioinformaticos complejos que requieren una memoria RAM masiva para el ensamblaje
de novo de metagenomas, permitiendo la reconstruccion de genomas completos a partir de
fragmentos ultra-largos (Van Dijk et al., 2023). Por tanto, la eleccion entre una u otra

modalidad no es excluyente, sino complementaria, el edge computing prioriza la identificacion
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rapiday el triaje clinico inicial, mientras que la nube permite un andlisis genémico profundo y

una vigilancia epidemioldgica a escala global (Struelens et al., 2024).
4.3.2. Algoritmos de alineamiento k-mer de alta velocidad para identificacion taxonémica

La identificacion de microorganismos a partir de lecturas metagendmicas requiere
métodos de clasificacion que puedan procesar millones de fragmentos de ADN con una
eficiencia temporal extrema. Los algoritmos basados en k-mers subsecuencias de longitud fija
k han emergido como el estandar de oro para esta tarea. EI exponente mas robusto de esta
tecnologia es Kraken 2, el cual utiliza un indice de k-mers asignados al ancestro comuin mas
bajo (LCA) de una jerarquia taxondmica. Como bien explican (Denk-Lobnig & Wood, 2023)
y (Nielsen et al., 2025), esta arquitectura permite una clasificacion ultrarrapida al evitar el
alineamiento base a base, transformando la bdsqueda taxondmica en una consulta de tabla de

hash de alta velocidad.

La mecénica de Kraken 2 se complementa con Bracken, un algoritmo disefiado para la
estimacion precisa de la abundancia de especies. (Z. Lu et al., 2025) y (Govender et al., 2025)
sefialan que Kraken 2 puede presentar limitaciones en la resolucion de niveles taxondémicos
inferiores debido a que muchos k-mers son compartidos entre especies estrechamente
relacionadas, resultando en lecturas asignadas a niveles de género o familia. Bracken resuelve
esta ambigiiedad mediante una correccién bayesiana que redistribuye las lecturas desde el nivel
LCA hacia el nivel de especie, basdndose en la probabilidad de que una lectura pertenezca a

un genoma especifico dada la distribucion de k-mers observada (Nielsen et al., 2025).

Para la secuenciacion de lectura larga, el uso de k-mers enfrenta el desafio de la tasa de
error intrinseca de los nanoporos. Para solventar esto, se han desarrollado herramientas como
CDKAM, que emplea coincidencias de k-mers inexactas para compensar las discrepancias
entre la lectura y la referencia. (Agustinho et al., 2024) y (Ardila et al., 2023) destacan que esta
flexibilidad algoritmica permite mantener una alta sensibilidad diagndstica sin comprometer la
velocidad de procesamiento. La relevancia clinica de estos algoritmos es inmediata, en el
estudio de (Govender et al., 2025), el uso de Kraken 2 y Bracken permitid la identificacion
exacta de patdgenos en hemocultivos con una concordancia del 100% con los métodos de
cultivo, pero reduciendo el tiempo de identificacion a menos de dos horas, facilitando una
intervencion terapéutica oportuna que impacta directamente en la supervivencia (Govender
et al., 2025).
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4.3.3. Uso de MinHash y bocetos genomicos para la comparacion rdapida de metagenomas

En la era de los grandes datos genomicos, la comparacion de perfiles metagendmicos
completos exige técnicas de reduccién de dimensionalidad que preserven la identidad bioldgica
de las muestras. La implementacion de algoritmos de MinHash permite la creacion de "bocetos
gendémicos™ (genomic sketches), que son representaciones compactas y probabilisticas de la
composicion de nucleodtidos de un metagenoma. Como analizan (Agustinho et al., 2024) y
(Ardila et al., 2023), el uso de herramientas como Mash permite estimar la distancia de Jaccard
entre dos muestras 0 genomas de manera casi instantinea, facilitando la organizacion de
grandes repositorios de datos y la identificacion de similitudes gendmicas sin recurrir al

alineamiento exhaustivo.

La biofisica de los bocetos genomicos es fundamental para la validacion de genomas
ensamblados desde metagenomas (MAGSs). Segln explican (Agustinho et al., 2024) y (Van
Dijk et al., 2023), la comparacion de los bocetos de las lecturas crudas frente a los ensamblajes
finales permite detectar sesgos de representacion o contaminaciones infiltradas, asegurando
que la reconstruccion gendémica sea fiel a la muestra original. En el ambito de la vigilancia
genodmica, esta técnica facilita el "faseado” de cepas y la deteccion de elementos genéticos
moviles altamente conservados que podrian portar genes de resistencia antimicrobiana
(Agustinho et al., 2024).

Ademas, el uso de bocetos gendmicos es vital para la navegacion en bases de datos
masivas. (S. Casimiro-Soriguer et al., 2025) y (Struelens et al., 2024) destacan que, en el
contexto de una vigilancia epidemioldgica regional, la capacidad de comparar rdpidamente
miles de genomas virales o bacterianos mediante firmas de MinHash permite rastrear la
dindmica de transmision de brotes intrahospitalarios en tiempo real. Esta agilidad analitica
transforma la metagendmica shotgun en un sistema de alerta temprana, capaz de identificar la
emergencia de linajes hipervirulentos o variantes con capacidad de escape inmunoldgico antes

de que se propaguen sistémicamente (Struelens et al., 2024).
4.4. Filtrado en tiempo real de lecturas del huésped mediante Read-until

Quizas la innovacion bioinformatica mas disruptiva en la tecnologia de nanoporos es la
capacidad de realizar un filtrado molecular activo durante el proceso mismo de secuenciacion.
Esta técnica, conocida como muestreo adaptativo (adaptive sampling) o tecnologia Read-until,
permite que el secuenciador "decida™ en milisegundos si continta leyendo una molécula o si la

descarta. Como detallan (Agustinho et al., 2024) y (Marchukov et al., 2023), el mecanismo se
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basa en el mapeo en tiempo real de los primeros 400 a 600 nucledtidos que atraviesan el poro;
si el software identifica que la secuencia pertenece al genoma del hospedador humano, instruye
al sensor CMOS para que invierta la polaridad del voltaje, expulsando fisicamente la hebra del

Nanoporo.

Este mecanismo de "deplesion digital” revoluciona la biofisica de la captura en
muestras de baja biomasa. En fluidos como el liquido cefalorraquideo o el plasma, donde el
ADN microbiano es marginal frente al humano, el Read-until libera los poros saturados por el
ADN del huésped, permitiéndoles capturar nuevas moléculas de manera inmediata. (Agustinho
etal., 2024) y (Payne et al., 2024) han demostrado que esta técnica puede incrementar la
cobertura de los genomas de patégenos raras en varios 6rdenes de magnitud, facilitando el
diagndstico de infecciones virales y bacterianas que de otro modo serian indetectables (Nielsen
et al., 2025).

La relevancia clinica del Read-until se manifiesta en su capacidad para actuar como un
filtro inteligente y programable. Como argumentan (Nielsen et al., 2025) y (Ahannach et al.,
2021), esta tecnologia permite enriquecer de manera simultdnea multiples dianas de interés,
como paneles de genes de resistencia o virus respiratorios emergentes, sin la necesidad de
protocolos de captura hibrida costosos y laboriosos. Al integrar el filtrado de lecturas del
huésped con el analisis taxondmico de alta velocidad, la secuenciacién de nanoporos se
consolida como una plataforma de diagnostico de precision capaz de operar en los limites de
la sensibilidad molecular, proporcionando datos gendmicos completos en ventanas temporales

criticamente tempranas para la supervivencia del paciente (Nielsen et al., 2025).

En conclusion, la bioinformatica clinica aplicada a la secuenciacion de nanoporos
integra una orquestacion sofisticada de procesamiento local, algoritmos de k-mers optimizados,
reduccién de dimensionalidad mediante MinHash vy filtrado adaptativo en tiempo real. Esta
sinergia tecnoldgica es la que permite que la metagendmica shotgun trascienda las limitaciones
del cultivo tradicional, ofreciendo una visibn omnisciente y agndstica de los ecosistemas

bioldgicos en un formato portéatil y clinicamente accionable (Nielsen et al., 2025).

La transicion de la gendmica desde un ejercicio de laboratorio estatico hacia una
herramienta de intervencion clinica inmediata ha dependido de la capacidad de transformar
sefales electroquimicas ruidosas en informacion digital de alta fidelidad. En este contexto, la
bioinformatica de la secuenciacion por nanoporos ha experimentado una revolucion impulsada

por el aprendizaje profundo, donde la arquitectura del sensor CMOS y la capacidad de cémputo
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en paralelo convergen para resolver la fenomenologia de la translocacion de polimeros

bioldgicos en tiempo real (Van Dijk et al., 2023).
4.5. Optimizacion del flujo de datos en arquitecturas de computo GPU

La arquitectura fundamental de los secuenciadores de nanoporos genera un flujo
constante de sefiales analdgicas que representan las caidas de corriente idnica medidas en
picoamperios. Este torrente de datos, especialmente en plataformas de alto rendimiento como
el PromethlON, impone una carga computacional que las unidades de procesamiento central
(CPU) convencionales no pueden gestionar sin introducir latencias prohibitivas para el
diagndstico agudo. Como bien analizan (Agustinho et al., 2024) y (S. Casimiro-Soriguer et al.,
2025), la optimizacion de estos flujos de datos ha exigido la adopcién masiva de unidades de
procesamiento grafico (GPU), las cuales estan disefiadas para ejecutar miles de hilos de
computo de manera simultanea, facilitando la inferencia de modelos de redes neuronales

recurrentes (RNN).

La mecanica de esta optimizacion reside en la capacidad de las GPU para procesar capas
de memoria de corto y largo plazo bidireccionales (Bi-LSTM) integradas en algoritmos como
Dorado. Segun explican (Van Dijk et al., 2023) y (Agustinho et al., 2024), Dorado representa
la culminacion de la eficiencia computacional al desplazar a Guppy, permitiendo que la
traduccion de sefiales de "garabato™ (squiggle) a bases nitrogenadas se realice a una velocidad
que iguala o supera la tasa de translocacion fisica del ADN (aproximadamente 400 bases por

segundo).

Figura 5

Optimizacion del flujo de datos en arquitecturas de computo GPU
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OPTIMIZACION DEL FLUJO DE DATOS EN ARQUITECTURAS DE COMPUTO GPU

Procesamiento masivo y eficiente para el basecalling de sefales de secuenciacion

1. PARALELISMO MASIVO 2. CUDA Y PROGRAMACION GPU 3. MEMORIA GPU OPTIMIZADA 4. PROCESAMIENTO POR LOTES (BATCH)

Las GPU contienen miles de nucleos CUDA (Compute Unified Device Architecture) El uso eficiente de la jerarquia de memoria El procesamiento por lotes aumenta la
que ejecutan miles de hilos en paralelo, permite programar la GPU para ejecutar GPU reduce la latencia y maximiza el utilizacién de la GPU y el rendimiento
acelerando el procesamiento de sefales. kernels altamente paralelos. ancho de banda. al procesar multiples sefales juntas.

Menor
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@ La optimizacion del flujo de datos en arquitecturas GPU permite explotar el paralelismo masivo,

minimizar cuellos de botella y lograr basecalling mas rapido, escalable y eficiente.

Nota: Elaboracion propia a partir de (Govender et al., 2025),

La relevancia clinica de esta arquitectura es inmediata en escenarios de sepsis 0
meningitis bacteriana, donde la reduccion del tiempo de procesamiento bioinformaético permite
que la identificacion del patdgeno comience apenas minutos después de iniciada la corrida de
secuenciacion, facilitando una ventana terapéutica critica para la supervivencia del paciente
(Nielsen et al., 2025). Ademas, la integracion de procesadores graficos potentes en dispositivos
locales (edge computing) garantiza que los datos gendémicos sensibles no abandonen el entorno
hospitalario, mitigando riesgos de ciberseguridad y preservando la privacidad del paciente
(Agustinho et al., 2024).

4.5.1. Integracion de modelos de lenguaje para la anotacion funcional de secuencias

La anotacion funcional de fragmentos genomicos, especialmente en la identificacion de
genes de resistencia antimicrobiana (AMR) y factores de virulencia, ha trascendido los limites
del alineamiento tradicional basado en homologia de secuencia (como BLAST o DIAMOND).
La frontera actual de la bioinformatica clinica utiliza modelos de lenguaje de proteinas (PLM)
entrenados en miles de millones de secuencias para capturar la gramatica evolutiva de las

macromoléculas. Como detallan (Manzoor et al., 2025), herramientas de vanguardia como
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PLM-ARG utilizan el modelo de lenguaje ESM-1b para generar representaciones vectoriales
de alta dimensionalidad, o "embeddings", que codifican tanto la estructura secundaria como las

propiedades fisicoquimicas de las proteinas de resistencia.

Este enfoque de "anotacion profunda” es particularmente disruptivo porque permite la
deteccidn de variantes de resistencia que presentan una identidad de secuencia baja frente a las
referencias conocidas. Tal como postulan (Manzoor et al., 2025) y (Bakir et al., 2025), los
modelos PLM-ARG pueden identificar con precision mecanismos de resistencia enzimatica
incluso cuando la similitud de amino&cidos es marginal, superando la "ventana de ceguera™ de
los métodos basados en homologia. La biofisica de esta deteccion se fundamenta en que las
redes neuronales pueden reconocer patrones estructurales conservados necesarios para la
catélisis antibidtica, independientemente de la divergencia de la secuencia primaria. Esta
capacidad de descubrimiento es vital para la vigilancia de patdgenos emergentes y el mapeo
del resistoma en muestras ambientales complejas, donde la plasticidad gendémica bacteriana
genera constantemente nuevas variantes alélicas que evaden las bases de datos convencionales
como CARD o ResFinder (Manzoor et al., 2025).

4.5.2. Métricas de calidad de lectura (Q-score) y su impacto en la confianza diagndstica

La validez analitica de la secuenciacién metagendmica depende criticamente de la
exactitud con la que se asigna cada base, medida habitualmente mediante la puntuacion de
calidad Phred o Q-score. Un Q-score de 20 (Q20) representa una precision del 99%, mientras
que Q30 eleva esta fidelidad al 99.9%. Historicamente, la secuenciacion de lectura larga
luchaba por alcanzar estos niveles debido al ruido estocastico del nanoporo, pero innovaciones
recientes en la quimica de poros y algoritmos de procesamiento han cerrado esta brecha. Como
bien sefialan (Van Dijk et al., 2023) y (Agustinho et al., 2024), la introduccion de la quimica
Q20+ y los poros de la serie R10 ha permitido que la plataforma Oxford Nanopore alcance

niveles de exactitud de base Gnica comparables a las tecnologias de lectura corta.

El impacto del Q-score en la confianza diagnostica es profundo, especialmente en la
deteccidn de variantes de un solo nucledtido (SNV) que confieren resistencia a antimicrobianos
criticos. (Van Dijk et al., 2023) indican que una fidelidad superior es necesaria para distinguir
entre errores de secuenciacion y mutaciones biolégicas reales en genes como gyrA o parC,
determinantes de la resistencia a fluoroguinolonas. Ademas, puntuaciones de calidad elevadas
facilitan el ensamblaje de novo de genomas completos a partir de metagenomas (MAGS),
permitiendo la reconstruccion de secuencias continuas y sin brechas (gaps) que son esenciales

para el andlisis filogenético de brotes intrahospitalarios (Van Dijk et al., 2023). La robustez de
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estas metricas es un requisito indispensable para la validacion clinica y la obtencion de
aprobaciones regulatorias, garantizando que las decisiones médicas se basen en datos de alta
certidumbre técnica (Goktas & Grzybowski, 2025).

4.5.3. Estandarizacion de formatos FASTS y PODS en el ecosistema bioinformadtico

La gestion del almacenamiento y el acceso a los datos de sefial cruda constituye un
desafio biofisico y logistico en la metagendmica de alto rendimiento. EI formato tradicional
FAST5, basado en la jerarquia HDF5, permitia el almacenamiento de la sefial idnica junto con
los metadatos de la corrida, pero presentaba limitaciones significativas en términos de
velocidad de escritura y eficiencia de acceso aleatorio. Para resolver estos inconvenientes, se
ha estandarizado el uso del formato POD5. Segun explican (Van Dijk et al., 2023) y las
especificaciones técnicas de Oxford Nanopore Technologies (2023), el formato POD5
optimiza la organizacion de los datos de sefial para su procesamiento directo por las GPU,
reduciendo drasticamente el tamafio de los archivos y mejorando la tasa de transferencia de

datos (throughput).

La relevancia de esta estandarizacion radica en la capacidad de realizar un reandlisis
bioinformatico a medida que evolucionan los modelos de basecalling. Dado que la sefial cruda
almacenada en PODS5 preserva la fenomenologia eléctrica original del nanoporo, los
investigadores pueden volver a procesar las muestras con algoritmos de redes neuronales més
avanzados sin necesidad de repetir la secuenciacion fisica (Van Dijk etal., 2023). Esta
"secuenciacion retrospectiva digital” permite mejorar la resolucion taxonémica y la deteccion
de modificaciones epigenéticas, como la 5-metilcitocina (5mC), afios después de que se obtuvo
la muestra biol6gica original, convirtiendo al formato POD5 en un reservorio inestimable de
informacion genomica y EPI transcriptomica para la medicina personalizada (Van Dijk et al.,
2023).

4.6. Controversias actuales, analisis critico de la evidencia y perspectivas futuras

A pesar de la sofisticacién algoritmica, la integracién de la inteligencia artificial (1A)
en el diagndstico genomico enfrenta controversias éticas y técnicas significativas. La
naturaleza de "caja negra™ de muchas redes neuronales profundas utilizadas en el basecalling
y la anotacién funcional genera escepticismo en la comunidad médica. Como argumentan
(Goktas & Grzybowski, 2025), es imperativo transitar hacia una IA explicable (XAI) que

proporcione métricas de confianza transparentes por cada base o funcion asignada, permitiendo
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que el clinico valide el razonamiento automatizado antes de tomar decisiones terapéuticas

criticas.

El analisis critico de la evidencia revela que, aunque la metagendmica shotgun de
lectura larga ofrece una rapidez sin precedentes, su impacto en desenlaces clinicos duros como
la reduccion de la mortalidad por sepsis todavia debe ser validado en ensayos clinicos
aleatorizados a gran escala (Govender et al., 2025). Ademas, el fendmeno del "kit-oma" y la
contaminacion ambiental siguen siendo variables de confusidn que exigen la estandarizacion
rigurosa de controles negativos y umbrales bioinformaticos de significancia clinica (Nielsen
et al., 2025).

Las perspectivas futuras se centran en la convergencia de la metagendémica con otras
omicas, como la protedmica de nanoporos, para una caracterizacion multimodal de la infeccion.
(Van Dijk et al., 2023) y (Haghayegh et al., 2024) anticipan que la ingenieria de biosensores
integrados sobre chips CMOS permitira el desarrollo de dispositivos portatiles "wearables" o
miniaturizados que realicen diagndsticos genomicos en el punto de atencion (point-of-care)
con una autonomia absoluta. Asimismo, la implementacion de marcos regulatorios como el EU
Al Act proporcionara la gobernanza necesaria para asegurar que la innovacién biotecnolégica
se traduzca en una medicina de precision ética, equitativa y cientificamente irreprochable
(Goktas & Grzybowski, 2025).

En conclusién, la bioinformatica clinica de la secuenciacion por nanoporos integra una
orquestacién sofisticada de cémputo GPU, modelos de lenguaje avanzados y meétricas de
calidad rigurosas. Al estandarizar formatos de datos eficientes y abordar las controversias sobre
la transparencia de la IA, esta disciplina se consolida como el motor que impulsa la
metagendmica shotgun hacia el centro del diagndstico molecular contemporaneo, permitiendo

una vision omnisciente y accionable de la complejidad biologica (Nielsen et al., 2025).
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Capitulo V

Resistomica Estructural: Prediccion de Fenotipo de Resistencia desde el

Genotipo

La crisis global de la resistencia antimicrobiana (AMR) ha exigido un cambio de
paradigma en el diagndstico microbioldgico, transitando de la observacion del crecimiento
bacteriano in vitro hacia el analisis profundo de la arquitectura gendémica de los patdgenos.
Como bien exponen (Alcock et al., 2023), la resistomica estructural se fundamenta en la
capacidad de decodificar el conjunto total de genes de resistencia presentes en un metagenoma,
permitiendo una inferencia fenotipica que anticipa los resultados de las pruebas de
susceptibilidad tradicionales por un margen de tiempo criticamente vital para la supervivencia
del paciente. En este contexto, la bioinformatica clinica no actia como un mero catalogo de
secuencias, sino como un sistema de inteligencia bioldgica que integra ontologias estructuradas

y modelos predictivos para guiar la terapéutica antibiética de precision.

5.1. Mapeo de determinantes de resistencia mediante alineamiento con bases de datos

curadas (CARD/ResFinder)

El mapeo de determinantes genéticos de resistencia representa la primera linea de
defensa bioinformética frente a infecciones multirresistentes. Este proceso depende de la
robustez y actualizacion de repositorios gendmicos de referencia, entre los cuales el
Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) y ResFinder se han consolidado como
los estandares de oro. Tal como analizan (Alcock et al., 2023), la arquitectura de CARD se
apoya en la Antibiotic Resistance Ontology (ARO), un marco conceptual que organiza el
conocimiento sobre AMR en redes de relaciones légicas que vinculan genes especificos con
sus mecanismos moleculares, las moléculas antibidticas que inactivan y los fenotipos

resultantes.

La mecanica analitica del mapeo implica el uso de algoritmos de alineamiento local de
alta sensibilidad. Segun detallan (Florensa et al., 2022), herramientas como ResFinder 4.0
permiten la identificacion de genes de resistencia adquiridos mediante el alineamiento de
lecturas crudas de nanoporos contra bases de datos que incluyen miles de alelos validados
experimentalmente. Para garantizar la veracidad diagndstica, se deben aplicar umbrales de
rigor biofisico, (Govender et al., 2025) proponen el uso de parametros estrictos, como una
identidad de secuencia superior al 60% Yy una cobertura del fragmento de referencia mayor al

99%. Estas restricciones aseguran que el llamado genotipico no se base en fragmentos espurios,
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sino en secuencias que representan proteinas funcionales capaces de conferir resistencia

clinica.

La relevancia clinica de este mapeo es inmediata en el manejo de la sepsis bacteriana.
Como sugieren (Pinzauti et al., 2025) y (Meslier et al., 2022), la deteccion de genes de
carbapenemasas, como blaKPC, blaNDM o blaOXA-48, directamente de muestras de sangre o
hemocultivos positivos, permite una desescalada antibidtica hasta 20 horas antes de que las
pruebas fenotipicas (AST) proporcionen un resultado (Govender et al., 2025). Ademas, la
integracion de bases de datos como AMRFinderPlus, mantenida por el NCBI, expande esta
capacidad al incluir determinantes de virulencia y genes de respuesta al estrés, proporcionando
un perfil bioldgico integral del patdgeno invasor (Florensa etal., 2022). No obstante, es
imperativo reconocer que el éxito del mapeo esta supeditado a la calidad de la biblioteca; en
muestras con baja biomasa microbiana, el uso de filtros "nudged” o permisivos puede
incrementar la sensibilidad de deteccion, aunque a riesgo de capturar contaminantes

ambientales o del "kit-oma" (Nielsen et al., 2025).

5.2. Identificacion de polimorfismos de nucleétido tinico (SNPs) asociados a resistencia a

quinolonas

A diferencia de la resistencia mediada por la adquisicion horizontal de genes, la
resistencia a fluoroquinolonas una de las familias de antibioticos mas utilizadas en la préctica
clinica suele originarse por mutaciones puntuales o polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs)
en los genes que codifican sus dianas terapéuticas. La biofisica de este mecanismo reside en la
alteracion de la afinidad de union entre el farmaco y las enzimas topoisomerasas tipo 1l: la
ADN girasa (subunidades gyrA 'y gyrB) y la topoisomerasa IV (subunidades parC y parE).

Tal como analizan (Tian et al., 2026) en su estudio sobre Enterococcus faecium, las
sustituciones de aminoéacidos en la region determinante de la resistencia a quinolonas (QRDR)
son los principales impulsores del fracaso terapéutico con ciprofloxacino. Por ejemplo,
mutaciones especificas en los codones 84 y 88 de gyrA, a menudo combinadas con alteraciones
en el codon 82 de parC, elevan drasticamente la concentracion minima inhibitoria (MIC) por
encima de los umbrales de susceptibilidad clinica (Tian et al., 2026). La identificacion de estos
SNPs mediante secuenciacion de nanoporos exige una fidelidad de base excepcional, ya que
un solo error de basecalling en estas regiones criticas derivaria en un falso diagnostico

genotipico.
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Para abordar este desafio, la bioinformatica clinica emplea modelos de variantes de
proteinas. Segun explican (Alcock et al., 2023) y (Florensa et al., 2022), herramientas como
PointFinder (integrada en ResFinder) y el "protein variant model” de CARD estan disefiadas
para distinguir entre mutaciones silenciosas y polimorfismos que tienen un impacto funcional
en la estructura proteica. En patdgenos de crecimiento lento como Mycobacterium tuberculosis,
esta capacidad es disruptiva; la identificacion de SNPs asociados a resistencia a farmacos de
primera y segunda linea permite iniciar regimenes antituberculosos efectivos semanas antes de
lo que permitiria el cultivo tradicional (Coll et al., 2024). La evidencia acumulada (Rannon
et al., 2025) demuestra que modelos de aprendizaje automatico entrenados con estos datos
gendémicos pueden predecir la MIC exacta de ciprofloxacino en Escherichia coli,
transformando la mNGS de una prueba cualitativa en una herramienta de metrologia

diagndstica cuantitativa.
5.3. Deteccion de elementos genéticos moviles y plasmidos de resistencia en lecturas largas

La capacidad de los nanoporos para generar lecturas ultra-largas (ULR) ha resuelto uno
de los mayores enigmas de la microbiologia, la localizacion fisica de los genes de resistencia.
En la secuenciacién de lectura corta, los elementos genéticos moviles (MGEs), como las
secuencias de insercion (IS), los transposones y los integrones, suelen fragmentarse durante el
ensamblaje, impidiendo determinar si un gen de resistencia se encuentra integrado en el
cromosoma bacteriano o reside en un plasmido extra cromosémico. Como argumentan (Van
Dijk et al., 2023) y (Agustinho et al., 2024), las lecturas de lectura larga actian como puentes
estructurales que atraviesan estas regiones repetitivas, permitiendo la reconstruccion completa

y circular de plasmidos multirresistentes.

La deteccion de plasmidos es vital para entender la dindmica de transmisién horizontal
en entornos hospitalarios. (Maugeri et al., 2025) ilustran como el uso de la secuenciacion de
nanoporos facilit6 la identificacion de cepas de Klebsiella pneumoniae portadoras de plasmidos
IncFIB(K) e IncFlIpKP91, los cuales acttan como vehiculos para la diseminacion de genes
blaKPC-3 y determinantes de virulencia como la aerobactina. Esta caracterizacion permite
diferenciar entre brotes clonales (transmisién de una misma bacteria) y brotes de plasmidos
(transmision de un fragmento genetico entre diferentes especies), una distincion fundamental

para la implementacion de medidas de control de infecciones efectivas (Struelens et al., 2024).

Desde una perspectiva biofisica, la estabilidad de los plasmidos durante la translocacion
es notable. (L. Jiang et al., 2025) sugieren que las estructuras secundarias de los ADN

plasmaticos circulares podrian ofrecer una proteccion parcial contra la degradacion enzimatica
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por nucleasas, lo que facilita su recuperacion en muestras clinicas. EI uso de herramientas
bioinformaticas especializadas, como PlasmidFinder, en combinacién con el ensamblaje de
novo mediante algoritmos como MetaFlye o Hifiasm-meta, permite la generacion de genomas
bacterianos completos y cerrados sin la necesidad de recurrir a la secuenciacion hibrida con
Illumina (Rannon et al., 2025). Esta autonomia tecnoldgica posiciona a la secuenciacion de
nanoporos como la plataforma definitiva para la vigilancia gendmica global, capaz de mapear
el flujo de genes de resistencia entre el microbioma humano, animal y ambiental, en

consonancia con el enfoque "One Health" (Manzoor et al., 2025).

En conclusion, la resistdbmica estructural impulsada por la secuenciacion de lectura
larga representa la culminacion de la medicina gendémica aplicada a las enfermedades
infecciosas. Al integrar el mapeo de determinantes en bases de datos curadas, la deteccion
precisa de SNPs en dianas farmacoldgicas y la resolucion estructural de plasmidos y elementos
moviles, esta disciplina proporciona una vision omnisciente del resistoma que trasciende las
limitaciones temporales y analiticas del laboratorio de microbiologia convencional. Esta
orquestaciéon bioinforméatica es la que garantiza que, en el futuro cercano, el genotipo
microbiano sea el principal orientador de la prescripcion antimicrobiana racional y efectiva
(Nielsen et al., 2025).

La crisis global de la resistencia antimicrobiana (AMR) ha exigido una transicion desde
la microbiologia observacional descriptiva hacia un modelo de metrologia molecular
predictiva. En este contexto, la resistdbmica estructural surge como una disciplina que busca
descifrar la arquitectura genémica total de una comunidad microbiana para inferir, con
precisién matematica, la respuesta clinica ante agentes farmacologicos. Como bien exponen
(Alcock et al., 2023), este paradigma se apoya en la Antibiotic Resistance Ontology (ARO), la
cual proporciona un marco conceptual jerarquizado que vincula secuencias nucleotidicas con
mecanismos moleculares especificos y fenotipos de susceptibilidad validados. La capacidad de
transitar del genotipo al fenotipo sin la latencia del cultivo microbiol6gico representa uno de

los hitos mas significativos en la medicina de precision contemporénea (Nielsen et al., 2025).

5.4. Prediccion del CMI (Concentracion Inhibitoria Minima) mediante modelos de

Machine Learning

La cuantificacion del nivel de resistencia, expresada a traves de la Concentracion
Inhibitoria Minima (CMI), es fundamental para optimizar la dosificacion antimicrobiana y
minimizar la toxicidad sistémica. Historicamente, el diagnostico genémico se limitaba a una

clasificacion binaria (resistente o sensible), ignorando la gradacion biolégica del fendémeno. No
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obstante, la integracion de modelos de aprendizaje automatico (Machine Learning, ML) y redes
neuronales profundas ha permitido el desarrollo de paneles de CMI in silico. Tal como analizan
(Rapszky et al., 2025) y (Feijo6 et al., s. f.), el entrenamiento de algoritmos con miles de
genomas vinculados a datos de microdilucion en caldo ha facilitado la identificacion de k-mers
y variantes de nucledtido unico (SNPs) que correlacionan con incrementos especificos en la
CMI.

La mecénica de esta prediccion trasciende el mero alineamiento de secuencias. Segun
detallan (Manzoor et al., 2025), se emplean arquitecturas de redes neuronales recurrentes
(RNN) y modelos de bosques aleatorios (Random Forest) que consideran no solo la presencia
de un determinante de resistencia, sino también la sinergia de variantes estructurales y
mutaciones en regiones promotoras que alteran la expresion génica. Por ejemplo, en el caso de
Escherichia coli y su susceptibilidad al ciprofloxacino, los modelos de ML pueden predecir la
CMI exacta analizando las sustituciones de aminoacidos en las subunidades de la ADN girasa
(gyrA) y la topoisomerasa 1V (parC), alcanzando una precision que rivaliza con los métodos
fenotipicos estandarizados (Manzoor et al., 2025). La relevancia clinica de esta tecnologia es
inmediata en el manejo de la sepsis, la capacidad de anticipar el perfil de CMI permite ajustar
el régimen antibidtico hacia una terapia dirigida de espectro estrecho en una ventana temporal
criticamente temprana, lo que impacta directamente en la reduccion de la mortalidad

hospitalaria (Govender et al., 2025).
5.5. Analisis del resistoma "oculto'" y genes de resistencia de baja expresion

Uno de los mayores desafios bioinforméticos en la metagendmica clinica es la deteccion
de lo que se denomina el resistoma "oculto". Este término engloba a aquellos genes de
resistencia que presentan una identidad de secuencia marginal frente a los alelos catalogados
en bases de datos como CARD o ResFinder, o aguellos determinantes cuya expresion basal es
tan reducida que evaden la deteccion mediante enfoques transcriptdmicas convencionales.
Como argumentan (Manzoor et al., 2025), los métodos basados exclusivamente en homologia
de secuencia sufren de una "ventana de ceguera" ante la plasticidad evolutiva de las bacterias,
lo que puede resultar en errores muy graves (VMESs) donde un patdgeno es clasificado como

sensible a pesar de poseer un mecanismo de resistencia funcionalmente activo.

Para resolver este enigma, se ha implementado el uso de modelos de lenguaje de
proteinas (Protein Language Models, PLM) y metagenomica funcional. Herramientas de
vanguardia como PLM-ARG utilizan representaciones vectoriales de alta dimensionalidad

(embeddings) para capturar la "gramatica estructural™ de las proteinas de resistencia. Segun el
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analisis de (Manzoor et al., 2025) y (Bakir et al., 2025), estos modelos pueden identificar
enzimas modificadoras de antibidticos basandose en patrones de plegamiento conservados,
incluso cuando la similitud de la secuencia primaria es inferior al 40%. Complementariamente,
la base de datos ResFinderFG 2.0 integra determinantes obtenidos mediante cribado funcional
en ecosistemas diversos, permitiendo el mapeo de genes de resistencia previamente
desconocidos que residen en la "materia oscura” del genoma microbiano (Gschwind et al.,
2023).

Asimismo, el analisis del resistoma oculto debe considerar los mecanismos de eflujo
inespecifico. (Govender et al., 2025) subrayan que plataformas como RGI (CARD) suelen
filtrar los resultados asociados a bombas de eflujo debido a que su impacto en la resistencia
clinica es altamente dependiente del contexto de expresion y de la integridad de los sistemas
reguladores. No obstante, en un modelo de resistomica estructural integral, la deteccion de
mutaciones en genes represores (como mexR o nfxB en Pseudomonas aeruginosa) proporciona
una sefial indirecta de sobreexpresion de eflujo, permitiendo una inferencia méas robusta del

fenotipo de multirresistencia (Govender et al., 2025).
5.6. Deteccion de heteroresistencia en poblaciones bacterianas heterogéneas

La heteroresistencia representa un fendmeno biofisico de alta complejidad donde
coexisten subpoblaciones microbianas con perfiles de susceptibilidad divergentes dentro de un
mismo aislado clinico. Esta heterogeneidad suele ser el preludio del fracaso terapéutico, ya que
la presidn selectiva ejercida por el antibi6tico elimina a la poblacion sensible y permite la
proliferacion de clones con CMI elevadas. Como bien analizan (Agustinho et al., 2024) y (Van
Dijk et al., 2023), la secuenciacion de lectura larga (LRS) es la Unica herramienta capaz de
resolver esta arquitectura poblacional mediante el faseado metagenémico y la reconstruccién

de haplotipos.

A diferencia de la secuenciacién de lectura corta, que genera un promedio de la sefial
gendémica de la muestra, los nanoporos permiten la captura de fragmentos de ADN lo
suficientemente extensos para abarcar multiples variantes genéticas en una sola lectura. Segun
explican (Tian et al., 2026) y (Guo et al., 2025), algoritmos como stRainy o Strainberry
facilitan la separacion de secuencias pertenecientes a diferentes cepas o variantes alélicas raras.
Esta capacidad es vital para detectar la presencia minoritaria de genes de resistencia como las
metalo-beta-lactamasas del tipo NDM que podrian estar presentes en solo una fraccion de la

biomasa microbiana total (Agustinho et al., 2024).
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Figura 6
Deteccion de heteroresistencia en poblaciones bacterianas heterogéneas
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La deteccion de variantes de baja frecuencia mediante nanoporos exige un control
riguroso de la fidelidad de base. (Liu etal., 2025) destacan que el uso de modelos de
aprendizaje profundo para la correccion de errores estocasticos permite “rescatar” variantes
que anteriormente eran confundidas con ruido del sensor. En el contexto clinico, identificar
una subpoblacién heterorresistente antes de iniciar el tratamiento previene la seleccion
involuntaria de cepas pan-resistentes, permitiendo el uso de combinaciones antibidticas
sinérgicas que neutralicen todos los componentes del ecosistema infeccioso (Agustinho et al.,
2024).

5.7. Interaccidn entre el resistoma del microbioma residente y el patégeno invasor

La patogenia de las infecciones invasivas no ocurre de manera aislada, sino que es el
resultado de una dindmica de transferencia genética entre la microbiota comensal y el agente
etioldgico. El reservorio de genes de resistencia en el microbioma humano especialmente en el
tracto gastrointestinal constituye una amenaza latente para la salud sistémica. Como ilustran
(Maugeri et al., 2025) en su estudio sobre Klebsiella pneumoniae, la colonizacion intestinal
precede frecuentemente a la bacteriemia, y los aislados invasores a menudo comparten el

mismo resistoma plasmidico que las cepas saprofitas residentes.
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La biofisica de esta interaccion estd mediada por la transferencia horizontal de genes
(HGT) a través de elementos genéticos moviles (MGEs), predominantemente plasmidos
conjugativos. (Q. Zhang et al., 2023) y (Bélanger et al., 2026) demuestran que el uso de lecturas
ultra-largas permite mapear con precision los sitios de insercion de genes de resistencia y
determinar su movilidad potencial. En entornos polimicrobianos, el resistoma residente actua
como una "biblioteca de recursos genéticos” de la cual el patdgeno invasor puede adquirir

determinantes de virulencia y resistencia ante la exposicion a farmacos (Q. Zhang et al., 2023).

El andlisis critico de estas interacciones revela que el éxito del patégeno invasor
depende de su capacidad para integrarse metabolicamente y competir con la microbiota nativa.
Como sefialan (Ahannach et al., 2021), factores como la produccion de sideroforos y la
modulacion de la respuesta inmune del hospedador facilitan el salto desde la colonizacién
mucosa hacia la invasion del compartimento hematico. La metagendmica shotgun de
nanoporos, al proporcionar una vision agnostica del ecosistema total, permite monitorizar este
flujo de genes de resistencia en tiempo real, facilitando una vigilancia epidemioldgica bajo el
enfoque "One Health" que integra la salud humana con los reservorios ambientales y animales
(Manzoor et al., 2025).

En conclusion, la resistomica estructural representa la culminacion de la integracion
entre la biofisica de poros, la computacion avanzada y la infectologia clinica. Al trascender las
limitaciones de la identificacion taxonémica simple y adentrarse en la prediccion cuantitativa
de CMlIs, el andlisis del resistoma oculto, la resolucion de la heteroresistencia y el mapeo de
las interacciones microbianas, esta disciplina dota al clinico de una inteligencia bioldgica
superior para enfrentar el desafio de las infecciones multirresistentes en el siglo XXI (Nielsen
et al., 2025).

La arquitectura diagndstica de la infectologia contemporanea ha trascendido la mera
identificacion taxonomica para adentrarse en la decodificacion funcional de la capacidad
adaptativa bacteriana. Como bien postulan (Alcock et al., 2023), la resistomica estructural
representa la integracion de la gendémica comparativa con el modelado probabilistico,
permitiendo una transicion desde el aislamiento celular reactivo hacia una metrologia
molecular predictiva. Este paradigma se sustenta en la capacidad de las tecnologias de
secuenciacion de lectura larga para resolver no solo la presencia de determinantes genéticos,
sino también el contexto gendmico y las variaciones estructurales que modulan la expresion
fenotipica de la resistencia antimicrobiana (AMR) en ecosistemas microbianos complejos
(Agustinho et al., 2024).
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5.6.1. Identificacion de bombas de eflujo y mutaciones en porinas mediante NGS

La resistencia a los antibioticos en los patdgenos Gram negativos no depende
exclusivamente de la adquisicion de enzimas inactivadoras; la biofisica de la permeabilidad de
la membrana y los mecanismos de expulsion activa constituyen la primera linea de defensa
bacteriana. La identificacion de bombas de eflujo, como el sistema RND (Resistance-
Nodulation-Division) tipo AcrAB-TolC, presenta un desafio analitico superior. Segun el
analisis critico de (Govender etal., 2025), estas estructuras suelen estar codificadas
cromosémicamente y su impacto clinico es altamente dependiente de niveles de expresion
regulados por redes complejas de promotores y represores, como marR o soxR. La
secuenciacion metagenomica (MNGS) permite detectar polimorfismos en estas regiones
reguladoras que derivan en un estado de hiper-expresion, traduciéndose en una expulsion
multidrogas de amplio espectro (Govender et al., 2025). No obstante, herramientas como RGI
(CARD) suelen ser configuradas con criterios estrictos para filtrar estos mecanismos debido a
su naturaleza inespecifica y la dificultad de correlacionar la presencia del gen con una

resistencia de nivel clinico sin datos transcriptomicas concomitantes (Govender et al., 2025).

Paralelamente, la dindmica de entrada de los farmacos es mediada por porinas de la
membrana externa, como OmpK35 y OmpK36 en Klebsiella pneumoniae. La biofisica de la
resistencia en este nivel implica una restriccion estérica o electrostatica del canal proteico.
Como ilustran (Maugeri et al., 2025), el uso de NGS de alta resolucion facilita la deteccion de
mutaciones de cambio de sentido (missense) o inserciones/deleciones (indels) en los bucles de
constriccion de estas porinas. Estas alteraciones estructurales reducen drasticamente la tasa de
difusién de los carbapenémicos hacia el espacio periplasmatico, potenciando el efecto de las
betalactamasas de baja actividad. La relevancia clinica de estas mutaciones es inmediata, la
pérdida funcional de una sola porina puede elevar la concentracion inhibitoria minima (CMI)
de un farmaco por encima del umbral de susceptibilidad, resultando en fracasos terapéuticos
incluso cuando las pruebas moleculares rapidas para genes de carbapenemasas resultan
negativas (Meslier et al., 2022). La capacidad de la secuenciacion de lectura larga para
atravesar estas regiones gendémicas de baja complejidad y detectar variantes estructurales
posiciona a la resistomica estructural como una herramienta inestimable para el manejo de
infecciones causadas por clones hipervirulentos y multirresistentes como ST101 o ST307
(Maugeri et al., 2025).
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5.6.2. Validacion de la concordancia genotipo-fenotipo en Gram negativos multirresistentes

La validez de la mNGS como herramienta diagnéstica reposa sobre la robustez de la
concordancia entre el perfil genotipico detectado y el comportamiento fenotipico observado en
el laboratorio de microbiologia. Como bien exponen (Pinzauti et al., 2025) y (Govender et al.,
2025), los estudios multicéntricos han demostrado niveles de concordancia diagndstica
superiores al 90% para los principales grupos de antibioticos en bacilos Gram negativos. Esta
validacion se apoya en flujos de trabajo como el protocolo PISTE, que integra la purificacion
automatizada de &cidos nucleicos con el basecalling en tiempo real, permitiendo una
identificacion genotipica de carbapenemasas como blakPC, blaNDM o blaOXA-48 hasta 20
horas antes de que las pruebas de susceptibilidad (AST) convencionales proporcionen un
resultado (Govender et al., 2025).

Sin embargo, el analisis de la concordancia debe ser interpretado bajo un prisma
doctoral, reconociendo las causas de discordancia. Los denominados “errores muy graves"
(VMEs) ocurren cuando un patdgeno es clasificado genotipicamente como sensible pero se
comporta como resistente fenotipicamente, a menudo debido a la presencia de mecanismos de
resistencia "ocultos" o mutaciones en dianas terapéuticas que evaden las bases de datos de
referencia (Govender et al., 2025). Por el contrario, la deteccion de un gen de resistencia sin un
correlato fenotipico puede deberse a la presencia de genes silentes o defectuosos. Segun
detallan (Nielsen etal., 2025) y (Alcock etal., 2023), para mitigar estos riesgos, la
bioinformatica clinica utiliza umbrales de rigor biometrolégico, como una identidad de
secuencia >60% y una cobertura del fragmento de referencia >99%, asegurando que las
predicciones se basen en genes funcionalmente integros. La evidencia acumulada por (Florensa
et al., 2022) sugiere que la integracion de redes neuronales profundas entrenadas con grandes
conjuntos de datos genotipo-fenotipo permite no solo clasificar la resistencia, sino incluso
predecir con precision la CMI in silico, transformando la mNGS en una herramienta de
precision para la optimizacion de la dosificacion antimicrobiana (Nielsen et al., 2025).

5.7. Sistemas de alerta temprana ante la deteccion de carbapenemasas emergentes

La vigilancia epidemioldgica global de la resistencia antimicrobiana exige sistemas de
respuesta agiles que actlen en los limites de la emergencia de nuevos linajes multirresistentes.
Los sistemas de alerta temprana basados en metagendémica de nanoporos aprovechan la
agosticidad taxonomica para detectar patdgenos y determinantes de resistencia sin objetivos
preestablecidos. Tal como analizan (Struelens et al., 2024), la implementacion de circuitos de

vigilancia genémica en tiempo real permite la identificacion instantdnea de eventos de
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transferencia horizontal de genes (HGT) mediados por plasmidos. Al resolver las secuencias
ultra-largas de los fragmentos introducidos, los clinicos pueden discernir si un gen de
carbapenemasa emergente, como una nueva variante de NDM, esté integrado en el cromosoma
o reside en un plasmido altamente transmisible, lo que dicta la magnitud de las medidas de

control de infecciones necesarias (Struelens et al., 2024).

Tabla 6

Componentes de un sistema de alerta temprana para carbapenemasas

Componente Funcion Resultado Aplicacion clinica 'y
esperado epidemioldgica
Obtencion de la  Recoleccion y preparacion Muestra adecuada Constituye el punto
muestra del material clinico para para extraccion y inicial para una
andlisis molecular. secuenciacion. deteccion oportuna.
Extraccién de Recuperacion del material ADN con calidady  Una extraccién
ADN genético bacteriano presente  cantidad adecuada favorece la
en la muestra. suficientes. sensibilidad del
analisis.
Secuenciacion Generacion de lecturas de Lecturas Permite iniciar el
Nanopore ADN mediante deteccion de ~ moleculares en analisis sin esperar
cambios en la corriente tiempo real. necesariamente a
iGnica. completar la corrida.
Basecalling Conversion de sefales Lecturas digitales Permite comenzar el
eléctricas en secuencias de interpretables. procesamiento
nucleotidos. bioinformatico.
Control de Evaluacién de calidad, Datos aptos para Reduce la posibilidad
calidad longitud y caracteristicas de analisis. de generar alertas a
las lecturas. partir de informacion
deficiente.
Identificacion Determinacion del Identificacion Permite relacionar el
taxonémica microorganismo presente bacteriana. mecanismo de
mediante comparacion de resistencia con el
secuencias. microorganismo
portador.
Deteccion de Busqueda de secuencias Identificacion de Permite reconocer
genes de asociadas con genes mecanismos de
resistencia carbapenemasas y otros potencialmente resistencia antes de que
determinantes de resistencia.  relevantes. exista una expansion
epidemioldgica
evidente.
Caracterizacion  Analisis del contexto genético  Informacion Puede ayudar a
genética y, cuando la calidad de los molecular investigar la posible
datos lo permite, de ampliada. relacion entre
elementos asociados al gen de aislamientos y eventos
resistencia. de transmision.
Criterios de Aplicacion de reglas basadas  Clasificacion de Evita que cualquier
alerta en identidad, cobertura, hallazgos como deteccién molecular
calidad y relevancia sefial de alerta o sea interpretada
clinica/epidemioldgica. resultado que automaticamente como
requiere un evento
confirmacion. epidemiologico.
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Alerta Comunicacion del hallazgo al ~ Notificacion rapida.  Reduce el intervalo

automatizada personal responsable entre deteccion y
mediante un sistema respuesta.
informatico.

Confirmacién Verificacion del hallazgo Resultado Aumenta la seguridad
mediante métodos confirmado. antes de adoptar
microbiol6gicos o decisiones clinicas o
moleculares apropiados. epidemioldgicas.

Vigilancia Integracién de los resultados  Identificacién de Permite monitorear la

epidemioldgica con informacion de otros patrones y posibles  apariciony
pacientes, servicios o brotes. propagacion de
instituciones. resistencia.

Respuesta Activacién de procedimientos  Intervencion Puede contribuir a

institucional de control de infecciones temprana. limitar la transmision
segun los protocolos de microorganismos
establecidos. resistentes.

Nota: Elaboracion propia a partir de (S. Casimiro-Soriguer et al., 2025)

La creacion de sistemas de alerta temprana para las carbapenemasas que estan
surgiendo nos muestra cdmo la secuenciacion Nanopore puede ser una herramienta Gtil. No
solo se dedica a reconocer microorganismos, sino que también puede ayudar a convertir datos
genéticos en una respuesta de vigilancia efectiva. Lo fascinante de este método se encuentra en
la union de diferentes niveles de evaluacion: inicialmente, se capta la sefial molecular; después,
se produce la secuencia mediante el basecalling; se reconoce el microorganismo; se investigan
los genes vinculados a la resistencia y, por ultimo, se utilizan criterios para determinar si el
hallazgo requiere una alerta o una validacion adicional. Este procedimiento es esencial, ya que
la aparicion de un gen de resistencia debe ser analizada considerando su identidad, cobertura,

calidad de la lectura, el microorganismo anfitrion y el contexto clinico.

Es vital no confundir una sefial bioinformética con una verificacion automatica del
fenotipo de resistencia. Cuando todos estos factores se combinan correctamente, la informacion
puede ser transmitida mas répidamente al laboratorio clinico y a los equipos de vigilancia
epidemiolégica. Esto apoya la investigacion de casos sospechosos, la deteccion de

agrupamientos y la respuesta ante posibles brotes en entornos hospitalarios.

Asi, la alerta temprana se establece como el punto de conexion entre la secuenciacion,
la inteligencia bioinformatica, la microbiologia clinica y el control epidemiol6gico, con la
capacidad de transformar la identificacion de mecanismos de resistencia de una actividad que

era mayormente retrospectiva a una vigilancia mas activa y predictiva.

La arquitectura de estos sistemas de alerta se beneficia de flujos de trabajo de edge
computing. Segun describen (S. Casimiro-Soriguer et al., 2025) y (Agustinho et al., 2024), el
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procesamiento local de datos gendmicos en dispositivos integrados permite que la deteccion
de una "amenaza gendmica" ocurra en milisegundos tras su translocacion por el poro. Este
mecanismo de deteccidn temprana es vital para la contencion de brotes intrahospitalarios de
organismos productores de carbapenemasas (CPE), donde la latencia del cultivo tradicional
permitiria la propagacion silente del patégeno. Ademas, la integracion de marcos de
inteligencia artificial "explicable” asegura que las alertas generadas por el sistema sean
validadas mediante métricas de confianza transparentes, facilitando una respuesta de salud
publica coordinada y basada en evidencia molecular de alta fidelidad (Struelens et al., 2024).

5.7.1. Controversias actuales, andlisis critico de la evidencia y perspectivas futuras

A pesar de la sofisticacion técnica, la resistomica estructural enfrenta controversias que
condicionan su aplicabilidad universal. El debate mas intenso se centra en la interpretacion de
la "sefial gendmica basal” o DNAemia. Como analizan (Nielsen et al., 2025) y (Tian et al.,
2026), la ubicuidad de fragmentos de ADN microbiano en la sangre de individuos sanos
impone el reto de definir umbrales de significancia clinica que distingan la translocacién
fisiolégica de la patogenia invasiva activa. El andlisis critico de la evidencia recopilada en
cuadros de sepsis revela que la utilizacion de estdndares internos (“spike-ins") y la
cuantificaciéon absoluta de la carga microbiana (GPM) son fundamentales para evitar falsos

diagndsticos derivados de contaminantes ambientales o del "kit-oma™ (Nielsen et al., 2025).

Otra controversia técnica radica en la dependencia de las bases de datos taxondémicas y
de resistencia, las cuales presentan sesgos de representacion hacia microorganismos de
relevancia historica. (Agustinho et al., 2024) subrayan que esta asimetria informativa puede
generar una "ventana de ceguera" para patégenos emergentes o parasitos microeucariotas raros
cuyas secuencias no estan adecuadamente catalogadas. El futuro de la disciplina apunta hacia
el uso de modelos de lenguaje de proteinas (PLM) que reconozcan funciones enzimaticas
basandose en patrones estructurales conservados, independientemente de la divergencia de la
secuencia primaria, superando asi los limites del alineamiento por homologia (Manzoor et al.,
2025).

Las perspectivas futuras se vislumbran en la convergencia de la metagenémica con la
proteémica de nanoporos y la medicina personalizada. (Van Dijk et al., 2023) y (Haghayegh
et al., 2024) anticipan el desarrollo de biosensores portatiles integrados sobre chips CMOS que
realicen una monitorizacion multimodal de la infeccion en el punto de atencion (point-of-care).
Esta autonomia diagndstica, combinada con la capacidad de interrogar modificaciones

epigenéticas y el EPI transcriptoma bacteriano directamente desde la muestra nativa, permitira
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una comprension holistica de la infeccién como un evento bioldgico dindmico (Van Dijk et al.,
2023). En dltima instancia, la transicion hacia una IA confiable y regulada garantizara que la
innovacion biotecnoldgica se traduzca en una reduccion sistémica de la mortalidad por

enfermedades infecciosas multirresistentes en el siglo XXI (Goktas & Grzybowski, 2025).

En conclusion, la resistomica estructural impulsada por la secuenciacion de nanoporos
representa la culminacién de la integracion entre la biofisica, la computacion avanzada y la
clinica médica. Al descifrar la complejidad de las bombas de eflujo, validar la concordancia
genotipo-fenotipo y establecer sistemas de alerta temprana, esta disciplina proporciona el
conocimiento gendmico necesario para enfrentar la crisis de la resistencia antimicrobiana con

una precision que redefine los estandares de la medicina moderna (Nielsen et al., 2025).
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Capitulo VI

Transcriptomica Dual y Analisis de 1a Respuesta Inmune del Huésped

La medicina genomica de precision ha evolucionado desde la mera caracterizacion
taxonomica del agente agresor hacia una comprension integrada de la interaccion biologica
entre el patdgeno y el hospedador humano. Este cambio de paradigma se sustenta en la
capacidad de las tecnologias de secuenciacion de molécula Unica para interrogar, de manera
simultanea y agnostica, el flujo de informacion transcripcional que emana de ambos
compartimentos durante un evento infeccioso sistémico. Como bien sefialan (Van Dijk et al.,
2023), la transcriptdmica de nanoporos permite capturar una "fotografia molecular" dindmica
que trasciende las limitaciones de los biomarcadores proteicos convencionales, facilitando una
resolucion diagnoéstica y pronostica en escenarios de alta complejidad clinica, como la sepsis y

el distrés respiratorio agudo.
6.1. Analisis simultineo del transcriptoma del patégeno y del paciente

El fundamento de la transcriptdmica dual reside en la captura paralela de los mensajeros
biol6gicos que orquestan tanto la virulencia microbiana como la respuesta inmunolégica del
paciente. Histéricamente, el analisis del transcriptoma microbiano en muestras clinicas se veia
eclipsado por la abrumadora abundancia de ARN mensajero (MARN) y ARN ribosomal
(rARN) del hospedador. No obstante, innovaciones recientes en la biofisica de la secuenciacion
directa de ARN nativo han permitido resolver este desequilibrio. Tal como analizan (Agustinho
et al., 2024) y (Van Dijk et al., 2023), la tecnologia de nanoporos es la Unica plataforma capaz
de secuenciar hebras de ARN en su estado original, preservando las modificaciones

epitranscriptomicas que regulan la estabilidad de los transcritos.

La mecénica analitica de esta transcriptdmica dual exige una orquestacion preanalitica
sofisticada. Segun detallan (Nielsen et al., 2025), el uso de sistemas de estabilizacién inmediata
del ARN, como los tubos PAXgene, es imperativo para fijar el perfil transcripcional en el
momento de la extraccidn, evitando la degradacion mediada por exorribonucleasas ubicuas en
la sangre. Una vez estabilizada la muestra, se aplican algoritmos de deplesion bioinformatica
y enzimatica. (Agustinho et al., 2024) explican que, mediante el uso de sondas magneticas
dirigidas contra el rARN humano, es posible enriquecer las sefiales de ARN microbiano que,
aunque representan menos del 1% del material total, contienen la informacion critica sobre la

activacion de genes de resistencia y factores de colonizacion invasiva.
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La relevancia clinica de esta aproximacion es profunda. Como sugieren (Pinzauti et al.,
2025) y (Struelens etal., 2024), la identificacion simultanea del patdgeno y su estado
metabolico permite al clinico discernir si un microorganismo detectado genémicamente esta
ejerciendo una patogenia activa o si se encuentra en un estado de latencia o colonizacién
saprofita. Por ejemplo, en pacientes con neutropenia febril, la deteccion de transcritos fungicos
de Aspergillus spp. en plasma, junto con una firma transcripcional del huésped asociada a la
respuesta de interferon tipo I, proporciona una evidencia diagndstica superior a cualquier
cultivo, permitiendo una intervencion terapéutica personalizada antes de la aparicion de signos

radiologicos (Nielsen et al., 2025).
6.2. Firmas de expresion génica del huésped para diferenciar etiologia viral vs. bacteriana

Uno de los desafios diagndsticos mas persistentes en las unidades de cuidados
intensivos y urgencias es la discriminacion etioldgica répida en pacientes con sospecha de
sepsis, donde hasta el 40% de los casos carecen de confirmacion microbioldgica tradicional
(Liborio et al., 2024). La bioinformatica clinica ha respondido a esta necesidad mediante el
desarrollo de firmas de expresion génica del hospedador. Como bien exponen (J. Lu et al.,
2025), el sistema TriVerity representa un hito en esta area al integrar un panel de 29 mARN
del sistema inmune que, procesados mediante algoritmos de aprendizaje automatico (machine
learning), permiten clasificar la probabilidad de infeccion bacteriana o viral con una precision

diagnostica superior al 95%.

El mecanismo biofisico del test TriVerity se apoya en la amplificacion isotérmica
mediada por bucle (LAMP) y la deteccién en el punto de atencion (point-of-care). Segln
analizan (D. Lu et al., 2025) y (Haghayegh et al., 2024), esta plataforma procesa la sangre total
en aproximadamente 30 minutos, proporcionando tres puntuaciones diagnosticas, probabilidad
bacteriana, probabilidad viral y severidad de la enfermedad. La arquitectura de esta firma
génica trasciende la cuantificacion de una sola citoquina; en su lugar, interroga redes de co-
expresion que reflejan el estado de activacion de neutrdfilos y linfocitos, permitiendo una regla
de inclusién (rule-in) para bacterias con una especificidad del 95% y una regla de exclusion

(rule-out) para virus con una sensibilidad del 92% (D. Lu et al., 2025).

La integracion de estas firmas en el flujo de trabajo clinico es fundamental para el
manejo de la administracion de antimicrobianos (antimicrobial stewardship). (Pinzauti et al.,
2025) y (Govender et al., 2025) argumentan que la capacidad de confirmar una etiologia viral
en menos de una hora evita el uso inapropiado de antibi6ticos de amplio espectro, mitigando

la presion selectiva sobre el resistoma del paciente. Ademas, como sefialan (J. Lu et al., 2025)
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y (Nielsen et al., 2025), estas firmas son robustas frente a la heterogeneidad bioldgica de la
sepsis, manteniendo su valor diagndstico incluso en pacientes con comorbilidades crénicas o
grados variables de inmunosupresion (D. Lu etal., 2025). En JUltima instancia, la
transcriptomica del huésped actia como un sensor bioldgico inteligente que traduce la
complejidad de la inflamacion sistémica en una decision clinica accionable y segura (Goktas
& Grzybowski, 2025).

6.3. Dinamica de la tormenta de citoquinas evaluada mediante RNA-seq directo

La tormenta de citoquinas, caracterizada por una liberacion descontrolada de
mediadores proinflamatorios como la interleucina-6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) y las quimiocinas CXCL10, constituye el motor fisiopatologico del fallo
multiorganico en la sepsis y la neumonia grave. La evaluacién de esta dindmica mediante RNA-
seq directo de nanoporos ofrece una vision sin precedentes de la cinética de este evento. Tal
como postulan (Van Dijk et al., 2023) y (Agustinho et al., 2024), la secuenciacion de lectura

larga no solo cuantifica los niveles de transcrito, sino que permite resolver el "paisaje de

isoformas" que surgen durante la respuesta inmune aguda.

Tabla 7

Dinamica de la tormenta de citoquinas mediante RNA-seq directo

Componente Qué se evalla Aporte del RNA-seq Relevancia clinica
directo

ARN del Moléculas de ARN Permite analizar Proporciona una vision

huésped presentes en la directamente el molecular de la
muestra clinica. transcriptoma y obtener respuesta del paciente.

informacién sobre la
expresion génica.

Expresion Incremento o Permite identificar Ayuda a caracterizar el

génica disminucién de la patrones de expresion estado de activacion del
actividad asociados con inflamacién  sistema inmunitario.
transcripcional de e inmunidad.
determinados genes.

Citoquinas Genes relacionados Permite evaluar Contribuye a
con mediadores como  simultaneamente multiples  comprender la
interleucinas y otros componentes de las redes intensidad y evolucién
reguladores de sefalizacion. de la respuesta
inflamatorios. inflamatoria.

Quimiocinas Transcritos Permite detectar cambios Ayuda a interpretar
relacionados con el coordinados en su procesos de
reclutamiento y expresion. movilizacion
activacion de células leucocitaria.
inmunitarias.

Interferones Expresion de genes Permite analizar patrones Puede aportar

asociados con

transcriptomicas

informacion sobre la
respuesta del huésped
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respuestas antivirales
e inmunitarias.

relacionados con
sefalizacidn por interferon.

frente a determinados
agentes infecciosos.

Respuesta Activacion de Permite estudiar redes Facilita una
inflamatoria maltiples genes y vias  completas en lugar de un interpretacion mas
relacionadas con solo marcador. amplia del estado
inflamacion. inflamatorio.
Dinadmica Cambios en la El analisis repetido permite  Puede ayudar a
temporal expresion génicaalo  comparar diferentes identificar progresion,
largo del tiempo. momentos del proceso. persistencia o resolucién
de la respuesta.
RNA-seq Secuenciacion directa  Conserva informacion Puede acelerar la
directo de moléculas de ARN  sobre transcritos completos  generacién de
mediante nanoporos. y permite analisis en informacion
tiempo real. transcriptomica.
Modificaciones  Cambios quimicos Las plataformas de lectura ~ Amplia la

del ARN presentes en directa pueden caracterizacioén
determinadas proporcionar sefiales molecular mas alla de la
moléculas de ARN. compatibles con el estudio  simple expresion génica.
de modificaciones del
ARN.
Redes de Relaciones entre genes  Permite integrar multiples ~ Favorece una
sefializacion y vias inmunol6gicas  genes en rutas biol6gicas.  interpretacion sistémica
activadas. de la respuesta
inmunitaria.
Correlacion con Comparacion entre El transcriptoma puede Evita asumir que un
proteinas expresion de ARN y complementarse con aumento de ARN

niveles de citoquinas
circulantes.

mediciones proteicas.

implica necesariamente
un aumento equivalente
de proteina.

Respuesta del

Estado molecular

Permite generar perfiles

Puede complementar la

huésped global frente a la transcriptomicas asociados  informacion
infeccion. con diferentes estados microbiolégica para una
inmunitarios. evaluacion integral.
Aplicacion Integracién del perfil Facilita una caracterizacion Potencialmente
clinica molecular con signos,  mas amplia del estado del ~ contribuye a estrategias

sintomas y otros
biomarcadores.

paciente.

de medicina de
precision.

Nota: Elaboracién propia a partir de (Govender et al., 2025),

El andlisis de la tormenta de citoquinas mediante RNA-seq directo nos proporciona una

comprension mas profunda de la inflamacién, ya que este fendmeno no se debe a la accién de

una unica citoquina, sino que resulta de una interaccion compleja entre multiples genes, celulas

y rutas de sefializacion. Con la informacion obtenida a través de la transcriptomica, podemos

observar cdmo la expresién de genes vinculados a interleucinas, interferones, quimiocinas y

otros mediadores fluctlia en diversas fases de una infeccion.

Una de las grandes ventajas del RNA-seq directo utilizando nanoporos es su capacidad

para examinar ARN de manera directa y producir datos de forma continua, lo que resulta

especialmente valioso para investigar la evolucion de la respuesta inmunitaria con el tiempo.
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A pesar de esto, es fundamental que se interpretan estos datos de forma cuidadosa, ya que un
aumento en la expresion de un gen asociado a una citoquina no significa automaticamente que

haya un incremento correspondiente de la proteina activa en sangre o en los tejidos.

El andlisis transcriptomica adquiere mayor relevancia cuando se complementa con
mediciones proteicas, indicadores clinicos y pruebas microbioldgicas. Desde este enfoque, la
tecnologia nos permite avanzar de una evaluacion restringida de marcadores aislados hacia una
caracterizacion més completa de las redes de respuesta del organismo, lo que podria facilitar
la identificacion de patrones relacionados con una inflamacion severa, la evolucion o la
resolucion del proceso, ademas de proporcionar una base molecular para futuras estrategias en

diagnostico y medicina personalizada.

La Dbiofisica del RNA-seq directo permite identificar modificaciones
epitranscriptdmicas, especificamente la N6-metiladenosina (mPA), que regulan el tiempo de
vida media de los transcritos de citoquinas. Segun el analisis critico de (Van Dijk et al., 2023),
la metilacion del ARN es un regulador clave de la "resolucion™ de la tormenta de citoquinas;
una alteracion en los patrones de m°A puede derivar en la persistencia de transcritos
proinflamatorios, perpetuando el dafio endotelial y la coagulopatia. La plataforma de
nanoporos, al no requerir la sintesis de ADN complementario (¢cDNA) ni la amplificacion
enzimatica, evita los sesgos introducidos por la polimerasa, permitiendo una medicion exacta

de la abundancia de mARN mensajero en tiempo real (Nielsen et al., 2025).

Clinicamente, la monitorizacion de la dindmica de citoquinas mediante transcriptomica
dual es vital para la estratificacion del riesgo y la seleccién de terapias inmunomoduladores.
(Rapszky et al., 2025) subrayan que marcadores como la IL-6 y la procalcitonina (PCT),
aunque utiles, presentan una cinética de aumento que a menudo es precedida por cambios en
los niveles de mMARN circulante. El uso de la metagendmica shotgun combinada con el anélisis
de la respuesta inmune permite anticipar el inicio del choque séptico. Como ilustran (D. Lu
etal., 2025) y (Nielsen et al., 2025), la integracién de las puntuaciones de severidad de
TriVerity con la cuantificacion absoluta de la carga microbiana (GPM) proporciona un marco
holistico para la medicina personalizada en la UCI. Este enfoque permite identificar a los
pacientes con un fenotipo "hiper-inflamatorio” que se beneficiarian de bloqueadores de
citoquinas o corticoides, frente a aquellos con un estado de "inmunoparalisis” donde estas

intervenciones podrian ser deletéreas (Martin-Loeches et al., 2025).

En conclusion, la transcriptdmica dual representa la culminacion de la bioinformatica

clinica aplicada a las enfermedades infecciosas. Al fusionar el analisis simultaneo del patégeno
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y el paciente, validar firmas de expresion para la diferenciacion etiologica y decodificar la
dinamica de la tormenta de citoquinas mediante secuenciacion de ARN nativo, esta disciplina
dota al clinico de una inteligencia bioldgica profunda. Esta orquestacion molecular es la que
permitird que la metagendémica shotgun se consolide no solo como una herramienta de
identificacion, sino como la plataforma definitiva para la gestion integral y personalizada del

paciente critico en el siglo XXI (Nielsen et al., 2025).

La medicina genomica de precision ha trascendido la mera identificacion del agente
agresor para centrarse en la resolucion del conflicto biologico entre el patégeno y el
hospedador. Como bien exponen (Van Dijk etal, 2023), la implementacion de la
secuenciacion de lectura larga ha permitido una captura omnisciente del flujo de informacion
transcripcional, facilitando una "biopsia molecular” dindmica del estado inmunoldgico. En este
contexto, la bioinformética clinica actia como el decodificador de la interaccion celular,
transformando sefiales de ARNm en decisiones terapéuticas personalizadas (Nielsen et al.,
2025).

6.4. Marcadores de agotamiento de células T en infecciones cronicas analizados por

mNGS

El fendbmeno del agotamiento o exhaustion de las células T representa un estado de
disfuncion efectora caracterizado por la pérdida progresiva de la capacidad de secrecion de
citoquinas y una alteracion metabdlica profunda, inducida por la exposicion persistente a
antigenos. En el ambito de la metagendmica clinica, la deteccion de firmas transcripcionales
asociadas a este estado es fundamental para el manejo de infecciones virales y bacterianas de
curso cronico. Segun analizan (Martin-Loeches et al., 2025), la bioinforméatica de nanoporos
permite interrogar el perfil de expresion de receptores inhibitorios criticos, como PD-1, CTLA-

4, TIM-3 y LAG-3, directamente de muestras de sangre total estabilizadas.

La mecanica de este analisis se apoya en la capacidad de la transcriptdmica de
nanoporos para resolver isoformas de empalme (splicing) que los metodos tradicionales de
lectura corta no logran deconvolucionar. Tal como sugieren (Agustinho et al., 2024) y (Van
Dijk et al., 2023), el agotamiento celular no se manifiesta solo como un cambio cuantitativo en
los niveles de transcrito, sino como una reorganizacién estructural de la maquinaria de
traduccion del linfocito. La deteccion de variantes estructurales en los dominios
citoplasmaticos de estas moléculas de control inmunoldgico proporciona una informacion
diagnostica de alta resolucién sobre el grado de "inmunoparalisis” del paciente (Martin-
Loeches et al., 2025).
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La relevancia clinica de monitorizar el agotamiento de células T mediante mNGS es
inmediata en la estratificacion del riesgo de infecciones oportunistas. (Martin-Loeches et al.,
2025) proponen un sistema de gradacion de la inmunosupresion donde la expresion de
marcadores de agotamiento, junto con la linfopenia persistente (recuento absoluto de linfocitos
<1000/uL), define un fenotipo de "inmunosupresion severa™ con alto riesgo de reactivaciones
de virus como CMV o EBV. La capacidad de anticipar este fallo efector mediante la deteccion
de transcritos como Eomes o T-bet antes de la manifestacion clinica permite intervenciones
preventivas de reconstitucion inmune, desplazando el paradigma desde la reactividad

terapéutica hacia la profilaxis genomica de precision (Martin-Loeches et al., 2025).

6.5. Identificacion de biomarcadores de sepsis temprana en el perfil de ARNm

leucocitario

El diagndstico de la sepsis se enfrenta al desafio de la heterogeneidad bioldgica, donde
la respuesta del hospedador a menudo precede a la deteccién microbioldgica convencional. La
bioinformatica clinica ha respondido mediante el desarrollo de firmas de expresion génica de
29 mARN leucocitarios, procesadas mediante algoritmos de aprendizaje automatico (machine
learning). Como bien detallan (D. Lu et al., 2025) y (He et al., 2024), el sistema TriVerity
utiliza la tecnologia LAMP integrada en biosensores portatiles para cuantificar estos
biomarcadores en menos de 30 minutos, proporcionando una puntuacion de probabilidad

bacteriana y viral con una especificidad superior al 95%.

El fundamento biofisico de esta firma génica leucocitaria reside en la activacion
coordinada de redes de co-expresion vinculadas a la respuesta innata. (D. Lu et al., 2025)
explican que, tras la interaccion de los patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPS)
con los receptores tipo Toll (TLRS), se desencadena una cascada transcripcional que altera el
paisaje de ARNm en los neutrofilos y monocitos circulantes. El analisis cuantitativo de estos
transcritos permite distinguir entre una respuesta inflamatoria sistémica no infecciosa (SIRS)
y una sepsis verdadera. La utilizacion de tubos PAXgene para la lisis inmediata y preservacion
del ARN asegura que la sefial capturada sea un reflejo fiel de la cinética inmunoldgica en el

punto de atencion (Nielsen et al., 2025).

Desde una perspectiva clinica, la identificacion temprana de estos perfiles es vital para
evitar el inicio del choque septico. Como argumentan (Liborio et al., 2024) y (Martin-Loeches
et al., 2025), los biomarcadores proteicos como la procalcitonina (PCT) presentan una latencia
en su elevacion que la transcriptomica dual puede acortar. Al integrar las puntuaciones de

severidad de TriVerity con biomarcadores de dafio endotelial detectables gendmicamente, el
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clinico puede identificar fenotipos "hiper-inflamatorios” que requieren una reanimacion
agresiva y terapias inmunomoduladores selectivas, optimizando asi los desenlaces clinicos en

las unidades de cuidados intensivos (D. Lu et al., 2025).
6.5.1. Mecanismos de evasion inmune bacteriana detectables en el transcriptoma

La patogenia microbiana no es un proceso estatico, sino una orquestacion activa de
estrategias disefiadas para neutralizar la vigilancia del hospedador. La transcriptémica dual
permite la captura simultanea de estos mecanismos de evasion bacteriana. Como analizan
(Chhay etal., 2026) y (Maugeri etal., 2025), patdgenos como Klebsiella pneumoniae
hipervirulenta emplean la sobreexpresion de genes capsulares (como los loci KL2 o KL17) y
la secrecion de sideroforos (aerobactina, yersiniabactin) para ocluir los sitios de union del

complemento y competir por el hierro sistémico, respectivamente.

La bioinformatica de nanoporos es capaz de detectar la activacion de estos "virulomas”
en tiempo real. Tal como postulan (Maugeri et al., 2025) y (Agustinho et al., 2024), la
secuenciacion de lectura larga facilita la identificacion de genes de resistencia y virulencia
flanqueados por elementos genéticos moviles, permitiendo determinar si una estrategia de
evasion reside en un plasmido altamente transmisible. Ademas, la transcriptomica revela como
las bacterias modulan activamente la respuesta del hospedador, por ejemplo, la deteccion de
efectores bacterianos que inducen la degradacién del complejo NF-kB en los leucocitos explica
el estado de “inmunoparalisis” observado en sepsis graves, donde la sefializacion

proinflamatoria es silenciada activamente por el patdgeno (Martin-Loeches et al., 2025).

Este interrogatorio multimodal del transcriptoma patogénico es esencial para predecir
el fracaso terapéutico. (Meslier et al., 2022) y (Pinzauti et al., 2025) subrayan que la presencia
genotipica de un mecanismo de resistencia debe ser validada mediante su expresion
transcripcional. Un gen de carbapenemasa silente no confiere resistencia clinica; por el
contrario, la deteccion de transcritos de bombas de eflujo y mutaciones en regiones promotoras
de porinas (como OmpK36) proporciona una evidencia robusta de una evasion farmacologica
activa. Esta capacidad de "fenotipado genomico” en tiempo real permite ajustar la presion
antibiética de manera dinamica, neutralizando las adaptaciones bacterianas antes de que

deriven en una pan-resistencia clinica (Struelens et al., 2024).
6.5.2. Integracion de datos de citoquinas plasmdticas con carga genémica microbiana

La culminacién de la bioinformatica clinica aplicada a la infeccidn sistémica reside en

la integracion de la metrologia molecular del hospedador con la cuantificacion absoluta del

88



patogeno. Como bien demuestran (Nielsen et al., 2025), existe una correlacion biolégica y
estadistica significativa entre la carga microbiana libre de células (ccfDNA), medida en
equivalentes gendmicos por microlitro (GPM), y los niveles plasméaticos de mediadores
proinflamatorios como la IL-6, la PCT y el TNF-a. Esta sinergia permite una visién holistica

de la "DNAemia" microbiana como el motor de la tormenta de citoquinas.

La mecénica de esta integracion se apoya en el uso de estandares internos de ADN de
cadena sencilla ("spike-ins") que permiten transformar abundancias relativas en medidas de
concentracion absoluta. Segun el andlisis de (Nielsen et al., 2025) y (Parhofer et al., 2026), una
carga genomica bacteriana elevada (>100 GPM) actia como un predictor independiente de
mortalidad a los 28 dias, al correlacionar con un incremento exponencial de citoquinas que
exacerban el dafio multiorganico evaluado por el score SOFA. En un caso documentado por
(Nielsen et al., 2025), la deteccion de S. pneumoniae a 3.5 GPM coincidié con niveles de IL-6
elevados, permitiendo una intervencion dirigida en un paciente con neumonia grave cuyos

cultivos tradicionales fueron negativos.

Clinicamente, la integracion de estos datos facilita la personalizacion de la
inmunoterapia. (Martin-Loeches et al., 2025) y (Nasrollahian et al., 2024) sugieren que los
pacientes con alta carga gendmica y tormenta de citoquinas concomitante se benefician de
blogueadores de receptores de citoquinas, mientras que aquellos con baja carga genémica pero
firmas de agotamiento celular leucocitario podrian requerir inmunoestimulantes. La
bioinformatica clinica de nanoporos, al proporcionar ambos conjuntos de datos en una sola
corrida de secuenciacion, se consolida como la plataforma definitiva para la medicina de
precision en el paciente critico, permitiendo un monitoreo en tiempo real de la eficacia del
tratamiento tanto en la eliminacién del patégeno como en la restauracién de la homeostasis

inmunolodgica (Nielsen et al., 2025).

En conclusién, la transcriptomica dual y el analisis integrado de la respuesta inmune
representan el fin de la era del diagnostico microbiol6gico aislado. Al fusionar la deteccion de
marcadores de agotamiento de células T, la identificacion de firmas de sepsis temprana, el
mapeo de la evasion bacteriana y la integracion de la carga gendmica con citoguinas, esta
disciplina dota al clinico de una inteligencia bioldgica total. Esta orquestacion molecular es la
que garantiza que la metagenémica shotgun de lectura larga se posicione como el nuevo
estandar de oro para la gestion integral y personalizada de las enfermedades infecciosas en el
siglo XXI (Nielsen et al., 2025).
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La transicion de la medicina critica hacia una fase de precision molecular ha sido
impulsada por la capacidad de procesar masivamente la sefial bioldgica del hospedador. En
este contexto, la bioinformética clinica ha trascendido la mera identificacion de agentes
patdgenos para consolidarse como una herramienta de pronostico dindmico. Como bien
exponen (D. Lu et al., 2025), la integracion de flujos de trabajo metagendmicos con el analisis
de la respuesta inmune molecular permite no solo diagnosticar la etiologia del cuadro, sino
anticipar la trayectoria clinica del paciente mediante el modelado de la disfuncién orgénica.
Esta arquitectura diagndstica se apoya en biosensores de nanoporos y algoritmos de aprendizaje
profundo que decodifican la complejidad de la inflamacion sistémica, transformando los

transcritos de ARN en métricas de severidad accionables en tiempo real (Van Dijk et al., 2023).
6.6. Modelado predictivo de fallo organico basado en la respuesta inmune molecular

La evaluacion de la severidad en el paciente critico ha dependido histéricamente de
escalas clinicas como el Sequential Organ Failure Assessment (SOFA). No obstante, el SOFA
es una métrica reactiva que documenta el dafio ya instaurado en sistemas fisioldgicos. La
bioinformatica contemporanea propone un cambio hacia un modelado predictivo molecular,
donde la expresion génica actiia como un indicador temprano del colapso homeostéatico. Segun
detallan (Antonopoulos et al., 2022) y (Govender et al., 2025), existe una heterogeneidad
bioldgica profunda en la sepsis que las escalas tradicionales no logran capturar, lo que exige el

uso de firmas transcriptomicas para identificar fenotipos de alto riesgo.

La implementacion de paneles de 29 mARN inmunoldgicos, integrados en sistemas
como TriVerity, representa un hito en la metrologia del fallo organico. Como analizan (D. Lu
etal., 2025) y (Pinzauti etal., 2025), esta plataforma utiliza algoritmos de aprendizaje
automatico para procesar la sefial de transcritos leucocitarios en menos de 30 minutos. La
mecanica biofisica de esta prediccion se fundamenta en la cuantificacion de la activacion de
redes de co-expresion vinculadas a la tormenta de citoquinas y el dafio endotelial(D. Lu et al.,
2025) demuestran que las puntuaciones de severidad generadas molecularmente poseen una
capacidad superior para pronosticar la mortalidad a los siete dias y la necesidad de soporte vital
en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), en comparaciéon con los biomarcadores

convencionales como el lactato o la procalcitonina (Nielsen et al., 2025).

La relevancia clinica de este modelado reside en su capacidad de estratificacion
anticipatoria. Al identificar a pacientes con un fenotipo "hiper-inflamatorio™ caracterizado por
una sobreexpresién masiva de citoguinas proinflamatorias y mediadores de coagulacion, el

clinico puede iniciar intervenciones de soporte hemodinamico agresivo antes de que el score
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SOFA se eleve significativamente. Ademas, como sugieren (Martin-Loeches et al., 2025) y
(He et al., 2024), el uso de la transcriptomica permite detectar el estado de "inmunoparalisis”,
un predictor molecular de infecciones secundarias y mortalidad tardia. Este enfoque transforma
el manejo de la sepsis de un protocolo de "talla Ginica" hacia una medicina personalizada, donde
el modelado computacional de la respuesta inmune dicta la intensidad y el tipo de intervencion

terapéutica (Martin-Loeches et al., 2025).
6.7. Respuesta inmunitaria especifica de 0rgano: Diferencias entre neumonia y meningitis

La bioinformatica clinica ha revelado que la respuesta inmune no es un fendmeno
sistémico uniforme, sino una orquestacion compartimentalizada dictada por el nicho anatémico
de la infeccion. En la diferenciacion entre neumonia severa y meningitis bacteriana, la sefal
molecular capturada en fluidos especificos proporciona una resolucion diagndstica critica.
Como bien analizan (Q. Zhang et al., 2023) y (Y. Wang et al., 2025), en el contexto del tracto
respiratorio inferior, la respuesta inmune estd marcada por la liberacion local de biomarcadores
como el receptor de productos finales de glicacion avanzada (RAGE) y la oncostatina M
(OSM), los cuales reflejan el dano al epitelio alveolar y la activacion de neutrofilos en el

parénquima pulmonar.

Por el contrario, la meningitis impone un desafio biofisico tnico debido a la presencia
de la barrera hematoencefalica (BHE). La respuesta inmune en el sistema nervioso central
(SNC) se caracteriza por una neuroinflamacion intensa detectable en el liquido cefalorraquideo
(LCR). Seglin detallan (Olie et al., 2024) y (Meng et al., 2025), el perfil metabolémico y
transcriptomica del LCR revela la elevacion de neopterina, acido quinolinico y una alteracion
en el ratio kinurenina/triptéfano, firmas que son virtualmente inexistentes en el compartimento
pulmonar. La utilizacion de la secuenciacion de nanoporos en LCR permite interrogar no solo
el ADN microbiano, sino la expresion de citoquinas locales que median el aumento de la
permeabilidad de la BHE, facilitando la identificacion de patdégenos en muestras de biomasa

marginal (Milburn et al., 2024).

La distincion entre estas respuestas orgdnicas es fundamental para la interpretacion
metagendmica. En la neumonia, (Q. Zhang et al., 2023) subrayan que la sefial gendmica del
patogeno suele estar inmersa en un trasfondo de microbiota comensal orofaringea, lo que exige
el uso de umbrales diagnosticos basados en la cuantificacion absoluta (GPM). En cambio, en
la meningitis, cualquier sefial microbiana en un sitio normalmente estéril como el SNC debe
ser considerada patogénica, independientemente de la carga gendmica, siempre que se descarte

la contaminacion por el "kit-oma" (Nielsen et al., 2025). Esta comprension de la inmunologia
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de nicho es la que permite a la bioinformaética clinica de nanoporos resolver casos de etiologia
incierta, proporcionando un marco de interpretacion que integra la firma molecular del

hospedador con la presencia taxondmica del agresor (Marchukov et al., 2023).

6.8. Uso de la transcriptomica para monitorizar la eficacia de la terapia

inmunomodulador

La capacidad de monitorizar la respuesta dindmica al tratamiento es quizas la aplicacion
mas disruptiva de la transcriptomica en tiempo real. En un entorno donde las terapias
inmunomoduladores como los corticoides, bloqueadores de IL-6 o inmunoestimulantes como
la IL-7 se utilizan de manera creciente, la bioinformatica clinica provee un sistema de
retroalimentacion molecular. Como bien exponen (Terrones-Campos et al., 2026), el uso de
corticosteroides en la UCI, aunque eficaz para mitigar la hiperinflamacion, induce un sesgo
hacia un perfil inmunolégico Th2 que impair la depuracion fingica, incrementando el riesgo

de aspergillosis pulmonar invasiva (IPA).

La monitorizacién transcriptdémica mediante secuenciacion de ARN nativo permite
detectar precozmente esta vulnerabilidad. Tal como postulan (Van Dijk etal., 2023) y
(Agustinho et al., 2024), la deteccion de modificaciones epitranscriptdmicas como la N6-
metiladenosina (m°4) en los transcritos de citoquinas regula su estabilidad y traduccién. Una
reduccion en las firmas de sefializacién de NF-kB y una elevacion persistente de mARN de IL-
10 act@ian como centinelas de una inmunosupresion iatrogénica severa. (Martin-Loeches et al.,
2025) sugieren que esta monitorizacion permite ajustar la dosis de inmunomoduladores de
manera dinamica, evitando el paso de una inflamacion deletérea a una paralisis inmune que

favorezca las reactivaciones virales (CMV/EBV) o coinfecciones fingicas (Yin, s. f.).

Asimismo, el ensayo clinico IRIS-7 ha demostrado que la administracion de IL-7 puede
restaurar los recuentos linfocitarios en pacientes con sepsis severa. Segin analizan (Liborio
et al., 2024) y (Martin-Loeches et al., 2025), la eficacia de esta intervencion puede ser validada
molecularmente mediante la deteccion de una disminucion en los marcadores de agotamiento
de células T (PD-1, CTLA-4) analizados por mNGS. Esta capacidad de realizar una
"farmacogendmica transcriptdmica" en tiempo real desplaza el paradigma de la monitorizacion
clinica tradicional hacia un control bioldgico absoluto de la eficacia terapéutica, asegurando
que la modulaciéon inmune alcance el equilibrio necesario para eliminar al patogeno sin

exacerbar el dafio tisular (Nielsen et al., 2025).
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6.8.1. Controversias actuales, andlisis critico de la evidencia y perspectivas futuras

A pesar de la elegancia técnica de la metagenomica shotgun y la transcriptomica del
hospedador, persisten controversias que condicionan su adopcidon universal. El debate mas
intenso se centra en la interpretacion de la "DNAemia basal" y la significancia de los hallazgos
genomicos en individuos con cuadros clinicos inespecificos. Como sefalan (Nielsen et al.,
2025) y (Liborio et al., 2024), la ubicuidad de fragmentos de ADN microbiano en la sangre
periférica de personas sanas impone la necesidad de establecer umbrales cuantitativos
rigurosos. El andlisis critico de la evidencia sugiere que un resultado positivo por mNGS no es
sindbnimo de infeccidon activa a menos que esté respaldado por una firma transcripcional de
inflamacion del hospedador y una carga gendmica superior a los niveles de translocacion

fisiologica (Nielsen et al., 2025).

Otra controversia fundamental reside en la opacidad de los algoritmos de inteligencia
artificial utilizados para el modelado de severidad. (Goktas & Grzybowski, 2025) y (Kardjadj,
2025) advierten sobre el riesgo de las "cajas negras" en el diagndstico clinico, donde las
decisiones terapéuticas se basan en puntuaciones de riesgo cuya logica interna es inaccesible
para el médico. Es imperativo transitar hacia una IA explicable (DECIDE-AI) que proporcione
métricas de confianza transparentes y que esté validada en ensayos clinicos aleatorizados
multicéntricos. La evidencia actual, aunque prometedora, todavia carece de grandes estudios
de impacto que demuestren que la rapidez de la mNGS se traduce inequivocamente en una

reduccion de la mortalidad a largo plazo en todas las poblaciones (Govender et al., 2025).

Las perspectivas futuras se vislumbran en la integracion de la microfluidica avanzada
y el edge computing. (Haghayegh et al., 2024) y (S. Casimiro-Soriguer et al., 2025) anticipan
el desarrollo de dispositivos portatiles "wearables" que realicen un monitoreo multimodal de
la infeccion y la respuesta inmune directamente en la piel o fluidos intersticiales. Asimismo, la
convergencia de la metagendmica con la protedmica de nanoporos permitira una resolucion de
aminoacidos individuales, facilitando la deteccion de modificaciones postraduccionales que
regulan la virulencia bacteriana en tiempo real (Van Dijk et al., 2023). En tltima instancia, la
estandarizacion de marcos regulatorios globales, como el EU Al Act, asegurard que la
innovacion biotecnoldgica se traduzca en una medicina de precision equitativa, segura y

¢ticamente robusta para el manejo del paciente critico (Goktas & Grzybowski, 2025).

En conclusion, la bioinformadtica clinica de nanoporos representa la piedra angular de
la infectologia del siglo XXI. Al integrar el modelado predictivo del fallo orgénico, el anélisis

compartimentalizado de la inmunidad y la monitorizacion dindmica de la terapia, esta
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disciplina dota al clinico de una vision omnisciente de la patogenia. El desafio inmediato reside
en la validacion clinica de estos modelos y en la neutralizacion del ruido ambiental para
garantizar que cada bit de informacioén gendmica se traduzca en una vida salvada en la primera

linea de los cuidados criticos (Nielsen et al., 2025).
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Capitulo VII
Diagnostico Metagenomico de Sepsis y Choque Séptico

La sepsis, entendida fisiopatologicamente como una disfuncidon organica que pone en
peligro la vida debido a una respuesta desregulada del hospedador ante la agresion microbiana,
representa uno de los desafios mas formidables de la medicina critica contemporanea (Hao
et al., 2023). En el ecosistema de la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), la cinética de la
intervencion terapéutica es el determinante principal de la supervivencia; cada hora de retraso
en la administracion de un régimen antimicrobiano efectivo tras la instauracion de la
hipotension se traduce en un incremento lineal y drastico de la mortalidad (Kumar et al., 2024).
No obstante, el paradigma diagnostico tradicional, basado en el cultivo microbioldgico, impone
una latencia bioldgica de entre 24 y 72 horas, un intervalo de "ceguera terapéutica" donde el
clinico debe recurrir a la antibioticoterapia empirica de amplio espectro, a menudo ineficaz o
excesiva (Nielsen et al., 2025). La irrupcién de la secuenciacion metagendmica shotgun de
lectura larga (mNGS) propone una reingenieria del flujo de trabajo diagnostico, permitiendo
una transicion desde la identificacion basada en el crecimiento celular hacia una metrologia

gendmica directa y agnostica de los fluidos bioldgicos (Agustinho et al., 2024).
7.1. Reduccion del tiempo al resultado (Time-to-Result) en la sepsis de origen desconocido

La optimizacion de la ventana temporal diagndstica en cuadros de sepsis de origen
incierto constituye la piedra angular de la metagenomica clinica. A diferencia de las
metodologias convencionales que requieren el enriquecimiento previo del patdgeno in vitro, la
secuenciacion por nanoporos interroga la sefial idnica de las macromoléculas nucleotidicas en
tiempo real, facilitando una transduccion bioinformatica casi instantanea (Van Dijk et al.,
2023). Como bien demuestran (Govender et al., 2025), la implementacion de flujos de trabajo
optimizados ha permitido alcanzar una identificacion precisa de especies en un tiempo medio
de 3 horas y 20 minutos tras la deteccion de positividad en el hemocultivo, superando con
creces la velocidad de la espectrometria de masas MALDI-TOF y las pruebas bioquimicas

automatizadas.

La mecénica de esta reduccion del turnaround time reside en la integracion de
protocolos de preparacion de bibliotecas "rapidos" y el analisis de datos on-the-fly. Segin
detallan (Pinzauti et al., 2025), el uso de sistemas roboticos de purificacion de ADN, como la
plataforma KingFisher, en combinacion con dispositivos de secuenciacion portatil GridION,

permite que la captura del genoma microbiano ocurra de manera sincronica con la translocacion
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ionica. En un escenario de choque séptico, donde la estabilidad hemodindmica del paciente
definida por una presion arterial media >90 mmHg y una saturacion de oxigeno > 90% pende
de una precision etioldgica inmediata, la mNGS ofrece una resolucion genotipica que orienta
la terapia dirigida en el mismo turno asistencial en que se sospecha la infeccion (Govender

et al., 2025).

La relevancia clinica de esta celeridad es particularmente notable en infecciones
causadas por microorganismos fastidiosos o no cultivables. (Govender et al., 2025) ilustran
casos donde patdgenos como Capnocytophaga canimorsus, historicamente dificiles de aislar y
asociados a mordeduras de animales, fueron identificados mediante mNGS con una confianza
del 98%, permitiendo una adjudicacion diagnostica en pacientes con presentaciones atipicas y
cultivos negativos. Esta capacidad de "diagnostico genomico veloz" no solo mitiga el riesgo
de fallo multiorganico evaluado mediante el score SOFA, sino que reduce la dependencia de
biomarcadores proteicos de cinética lenta, como la procalcitonina o la proteina C reactiva,
posicionando a la secuencia nucleotidica como el indicador biolégico de mayor fidelidad en la

sepsis temprana (Nielsen et al., 2025).
7.2. Deteccion de bacteriemias de baja densidad mediante secuenciacion profunda

La sensibilidad analitica es el principal talon de Aquiles del hemocultivo tradicional,
cuya tasa de positividad puede ser inferior al 40% en pacientes que ya han recibido terapia
antimicrobiana previa o que presentan infecciones por microorganismos de baja carga
replicativa (Nielsen et al., 2025). La biofisica de la mNGS profunda, especialmente cuando se
aplica al ADN microbiano libre de células (cfDNA) en plasma, permite superar este umbral de
deteccion mediante la captura de fragmentos sub-gendmicos residuales. Tal como analizan
(Nielsen et al., 2025), el cfDNA microbiano circula en el compartimento hematico como una
huella molecular persistente de la invasion tisular, incluso después de que la viabilidad del

patogeno ha sido neutralizada por el sistema inmune o por antibidticos bacteriostaticos.

El fundamento técnico de esta deteccion de alta sensibilidad se apoya en el uso de
protocolos de extraccion de "ultra-bajo aporte" (ultra-low input) y la deplesion selectiva del
ADN del hospedador. Segtn el andlisis critico de (Nielsen et al., 2025), el empleo de kits
especializados como el QIAmp MinElute ccfDNA facilita la concentraciéon de polimeros
microbianos en volumenes infimos, maximizando la relacion senal-ruido durante la
secuenciacion profunda. Esta metodologia ha demostrado su eficacia en la identificacion de

patdgenos como Streptococcus pneumoniae en pacientes con neumonia grave y cultivos
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negativos, alcanzando una sensibilidad diagndstica del 97% en comparacion con un estandar

de referencia compuesto (Nielsen et al., 2025).

La transformacion de la mNGS de una prueba cualitativa a una herramienta de
metrologia diagnéstica absoluta es vital en este contexto. (Nielsen et al., 2025) proponen el uso
de estandares internos de ADN de cadena sencilla ("spike-ins") para cuantificar la carga
microbiana en genome-equivalentes por microlitro (GPM). Esta cuantificacion absoluta
permite al clinico discernir entre la "DNAemia basal" translocacion fisiologica de microbiota
comensal y una bacteriemia patologica de baja densidad. En el estudio observacional
prospectivo de (Nielsen et al., 2025), la deteccion de Pseudomonas aeruginosa a niveles de 94
GPM en muestras de pacientes con sospecha de sepsis confirm¢ la etiologia infecciosa horas
antes de que un hemocultivo repetido resultara positivo, validando la mNGS profunda como
una "biopsia liquida" infecciosa de alta resolucion (Nielsen et al., 2025). Ademas, la deteccion
de multiples senales gendmicas permite resolver coinfecciones polimicrobianas complejas,
como la presencia concomitante de Staphylococcus epidermidis y virus oportunistas como el
KSHYV en pacientes inmunocomprometidos, un escenario que suele confundir los paneles de

PCR especificos (Nielsen et al., 2025).
7.2. Impacto de la mNGS en la desescalada temprana de antibiéticos en la UCI

El uso indiscriminado de carbapenémicos y otros antibidticos de ultimo recurso en la
UCI es un motor primario de la crisis de resistencia antimicrobiana (AMR) global (Nemati &
Sadat, 2025). La "gestion diagndstica" (diagnostic stewardship) potenciada por la
metagendmica shotgun ofrece una solucidon bioldgica para racionalizar esta presion selectiva.
Al proporcionar simultaneamente la identidad taxonomica y el perfil del resistoma, la mNGS
permite una desescalada antibiotica dirigida en una etapa critica del tratamiento. Como bien
exponen (Meslier et al., 2022) y (Pinzauti et al., 2025), la deteccién temprana de la ausencia de
genes de carbapenemasas como blaKPC, blaNDM o blaVIM faculta al clinico para retirar
terapias empiricas de amplio espectro con una confianza técnica superior a la que ofrece la

mera estabilidad clinica subjetiva.

La bioinformatica clinica aplicada a la desescalada se fundamenta en la concordancia
genotipo-fenotipo. Segun el andlisis de (Govender et al., 2025), las herramientas de prediccion
de AMR, como ResFinder y AMRFinderPlus, presentan una concordancia superior al 90% con
las pruebas de susceptibilidad fenotipica (AST) en bacilos Gram negativos multirresistentes.
Esta validacion molecular permite que, en casos de sepsis por Enterobacterales, se pueda

predecir la susceptibilidad a las cefalosporinas de tercera generacion o a la piperacilina-
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tazobactam en menos de 6 horas, permitiendo una transicion hacia una terapia dirigida que
reduce la toxicidad sistémica y el riesgo de infecciones secundarias por Clostridioides difficile

(Nielsen et al., 2025).

La relevancia de este impacto se observa con mayor nitidez en el paciente
inmunocomprometido. (Yin, s. f.) demuestran que, en pacientes con neutropenia febril, el uso
de mNGS de plasma permitidé un ajuste del régimen antibiodtico en el 41.5% de los casos,
facilitando tanto la escalada hacia regimenes antifiingicos en casos de aspergillosis invasiva
como la desescalada en infecciones bacterianas sensibles. Esta capacidad de "fenotipado
genomico" en tiempo real desplaza el dogma del tratamiento de "talla unica" hacia una
medicina de precision donde la presion antibidtica se modula seglin la carga gendmica y el
perfil de resistencia detectado (Nielsen et al., 2025). En ultima instancia, la integracion de la
mNGS en los programas de optimizacion de antimicrobianos de la UCI no solo mejora los
desenlaces clinicos individuales medidos por la reduccion de la estancia hospitalaria y la
mortalidad, sino que actiia como una medida de salud publica esencial para preservar la eficacia

de los farmacos en la era de la multirresistencia (Peri et al., 2024).

En conclusion, el diagnostico metagendémico de la sepsis y el choque séptico representa
la culminacion de la integracion tecnologica entre la biofisica de poros y la infectologia clinica.
Al reducir drasticamente el tiempo al resultado, habilitar la deteccion de bacteriemias de baja
densidad mediante secuenciacion profunda y facilitar una desescalada antibidtica racional
basada en el resistoma, esta tecnologia redefine los estandares de cuidado en la UCI. La
transicion hacia una microbiologia independiente de cultivos no es solo una mejora técnica,
sino una necesidad ética y clinica para enfrentar la complejidad bioldgica de las infecciones

criticas en el siglo XXI (Nielsen et al., 2025).

La gestion clinica de la sepsis y el choque séptico se encuentra supeditada a la celeridad
del diagnostico etioldgico, dado que la instauracion de una antibioticoterapia inadecuada
incrementa la mortalidad de forma exponencial cada hora (Kumar et al., 2024). No obstante, el
paradigma actual basado en el hemocultivo presenta limitaciones biofisicas insalvables, como
la baja sensibilidad ante microorganismos fastidiosos y el impacto deletéreo de la terapia
antimicrobiana previa en la viabilidad celular (Nielsen etal., 2025). La secuenciacion
metagendmica shotgun de nueva generacion (mNGS) interviene en este escenario como una
herramienta de metrologia molecular profunda, capaz de interrogar el material genético total
de una muestra sin los sesgos de enriquecimiento selectivo inherentes al laboratorio

convencional (Govender et al., 2025).
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7.3. Diagnéstico de endocarditis con cultivo negativo mediante secuenciacion de valvulas

La endocarditis infecciosa con hemocultivo negativo (EICN) representa un enigma
clinico donde la ausencia de crecimiento microbiano, a menudo debida a patogenos
intracelulares como Coxiella burnetii o Tropheryma whipplei, imposibilita la optimizacion del
tratamiento antimicrobiano. Como bien sefialan (Shi et al., 2022) y (Rannon et al., 2025), el
uso de mNGS directamente sobre tejido valvular extirpado quirtrgicamente constituye un
avance disruptivo al capturar sefales gendmicas de microorganismos secuestrados en biofilms
densos. La biofisica de esta aproximacion exige una lisis mecéanica vigorosa frecuentemente
mediante agitacion con microesferas para liberar el ADN atrapado en la matriz de fibrina y
plaquetas de la vegetacion valvular, seguida de una deplesion selectiva de ADN humano para

mejorar la relacion sefal-ruido del patdgeno (Ahannach et al., 2021).

La relevancia de esta técnica radica en su capacidad para identificar no solo la especie
causal, sino también sus determinantes de virulencia y resistencia en una sola corrida de
secuenciacion. Segun analizan (Nielsen et al., 2025) y (Struelens et al., 2024), la reconstruccion
de genomas completos a partir de fragmentos recuperados de valvulas permite realizar una
vigilancia gendmica en tiempo real, facilitando la identificacion de brotes y la caracterizacion
de variantes hipervirulentas que evaden la deteccion inmunolégica. Ademas, como postulan
(Olie et al., 2024) y (H. Yu et al., 2025) en nichos similares como el sistema nervioso central,
lamNGS de lectura larga permite diferenciar entre colonizacion incidental y patogenia invasiva
activa al analizar la profundidad de cobertura y la integridad estructural de los fragmentos
detectados, proporcionando una certidumbre diagndstica que los métodos moleculares

especificos (PCR) no pueden alcanzar debido a su estrecha ventana de deteccion (Nielsen et al.,

2025).
7.3.1. Monitorizacion de la dinamica del patogeno durante la terapia antimicrobiana

La monitorizacién de la eficacia terapéutica en la sepsis ha dependido tradicionalmente
de la respuesta clinica subjetiva y de la cinética de biomarcadores inespecificos. Sin embargo,
la secuenciacion metagenomica profunda de ADN microbiano libre de células (cfDNA) en
plasma ofrece una ventana directa a la dindmica bioldgica del agresor bajo presion
farmacologica. Tal como demuestran (Nielsen et al., 2025), el cfDNA persiste en la circulacion
sistémica incluso después de que los microorganismos han perdido su viabilidad, actuando
como una huella molecular de la carga infecciosa residual. La utilizacion de estandares internos

de ADN de cadena sencilla ("spike-ins") permite la cuantificacion absoluta de esta carga en
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equivalentes gendomicos por microlitro (GPM), transformando la mNGS en una herramienta de

farmacodinamia molecular (Nielsen et al., 2025).

La mecanica de esta monitorizacion se basa en la observacion de la curva de
aclaramiento gendmico. Segun analizan (Yang et al., 2026) y (Nielsen et al., 2025), una
reduccion rapida en los niveles de GPM correlaciona estrechamente con una respuesta
favorable al tratamiento, mientras que la persistencia o el incremento de la carga gendmica
actian como centinelas tempranos del fracaso terapéutico o de la emergencia de clones
resistentes. Esta capacidad es vital en el manejo del paciente critico inmunocomprometido,
donde las manifestaciones clinicas de la sepsis pueden ser atenuadas; en estos pacientes, la
deteccion de un rebote en la carga gendmica de un patdgeno como Pseudomonas aeruginosa
permite el ajuste preventivo del régimen antimicrobiano horas antes de que se produzca una
descompensacion hemodindmica manifiesta (Nielsen et al., 2025). Ademas, como sugieren (H.
Yu et al., 2025) y (Albitar et al., 2023), la integracion de la PCR digital (APCR) para validar
dianas especificas identificadas previamente por mNGS permite una monitorizacion
ultrasensible de la cinética de eliminacion, optimizando la duracion de la terapia y facilitando

una desescalada segura que mitiga el riesgo de toxicidad organica (Nielsen et al., 2025).
7.4. Diferenciacion entre translocacion bacteriana y sepsis verdadera

Uno de los dilemas analiticos mas complejos en la medicina intensiva es la
interpretacion de la presencia de ADN microbiano en sangre, un fenomeno conocido como
DNAemia. Como detallan (Nielsen et al., 2025) y (Hao et al., 2023), la sangre no es un
compartimento absolutamente estéril; existe una sefial genémica basal proveniente de la
translocacion fisiologica de microbiota comensal principalmente intestinal y oral que circula
de manera constante en individuos sanos. La bioinformatica de nanoporos debe, por tanto, ser
capaz de discriminar entre esta translocacion basal y una sepsis verdadera caracterizada por

una invasion patogénica activa.

Para resolver este desafio, se han propuesto umbrales diagnosticos basados en el ratio
de lecturas por millon (RPM). Como analizan (Nielsen et al., 2025) y (Govender et al., 2025),
un hallazgo gendémico se considera clinicamente significativo cuando su RPM es al menos diez
veces superior al detectado en los controles internos negativos y en los blancos de proceso del
lote (el "kit-oma"). Esta rigurosidad biometrologica es fundamental para evitar el

sobrediagndéstico de sepsis en pacientes que presentan una barrera hemato-entérica permeable
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debido a condiciones no infecciosas, como la cirrosis hepatica o el ejercicio extremo (Nielsen

et al., 2025).

Tabla 8

Diferenciacion entre translocacion bacteriana y sepsis verdadera

Criterio Translocacion Sepsis verdadera Interpretacion mediante
bacteriana metagendmica clinica
Concepto Paso de bacterias o Respuesta desregulada  La identificacién
componentes del huésped frente a molecular debe
bacterianos desde un una infeccion asociada  interpretarse segun el
sitio de origen hacia con disfuncién contexto clinico.
otro compartimento. organica.
Presencia Puede existir presencia  Existe una infeccion La deteccion de ADN
bacteriana transitoria o de baja clinicamente relevante  bacteriano no equivale
magnitud. gue desencadena automaticamente a
respuesta sistémica. infeccion activa.
Localizacion Puede relacionarse con  Puede involucrar El origen y tipo de
el desplazamiento sangre o tejidos y muestra son
desde barreras mucosas  asociarse con un foco fundamentales para
hacia otros infeccioso definido o interpretar las lecturas.
compartimentos. no identificado.
Carga Puede ser baja y Puede presentar una La profundidad de lectura
microbiana variable. carga detectable, debe analizarse junto con

aunque una carga baja
no excluye sepsis.

controles y parametros
clinicos.

Respuesta del

Puede ser limitada o

Existe una respuesta

El perfil transcriptémica

huésped transitoria. sistémica desregulada  puede complementar la
asociada con alteracion  evaluacion de la respuesta
fisioldgica. del huésped.

Inflamacion Puede no existir una Puede existir una Los biomarcadores
inflamacion sistémica respuesta inflamatoria  inflamatorios sirven como
significativa. sistémica, aunque la evidencia

sepsis no debe definirse  complementaria, no como
Gnicamente por criterio aislado.
inflamacion.

Disfuncion No necesariamente esta  Constituye un elemento  La informacion molecular

organica presente. central de la definicion  debe correlacionarse con

clinica de sepsis. indicadores de funcion
organica.

Evolucién Puede ser transitoriay ~ Puede evolucionar El seguimiento de

temporal resolverse sin rapidamente y requerir  muestras y sefiales

progresion sistémica.

intervencién inmediata.

moleculares puede
aportar informacién
longitudinal.

Contaminacion

Debe considerarse
especialmente cuando
se detectan
microorganismos en
cantidades muy bajas.

También debe
descartarse,
especialmente en
muestras de sangre.

Los controles negativos y
criterios bioinformaticos
son esenciales.

Resultado Puede reflejar presencia Puede aportar La deteccion debe
molecular de material bacteriano  evidencia interpretarse
positivo sin infeccion sistémica.  microbioldgica
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compatible con
infeccion cuando
coincide con el cuadro
clinico.

conjuntamente con la
evidencia clinica.

Hemocultivo Puede ser negativo si la  Puede ser positivo en La metagendmica puede
translocacion es bacteriemia, aunque un  complementar, pero no
transitoria o la resultado negativo no necesariamente
concentracion es baja. excluye sepsis. reemplazar, los métodos

microbiolégicos
convencionales.

Respuesta Puede mostrar una Puede presentar El RNA-seq puede

transcriptémica

activacion limitada o
inespecifica.

patrones de activacién
inmunitaria asociados
con una respuesta
sistémica intensa.

contribuir a caracterizar la
respuesta del huésped.

Diagnostico final

Requiere correlacion
anatémica,
microbiolégica 'y
clinica.

Requiere evidencia de
infeccion y disfuncion
organica seglin
criterios clinicos
establecidos.

La metagendmica
constituye una fuente
adicional de evidencia
dentro de un diagndstico
integrado.

Nota: Elaboracion propia a partir de (Govender et al., 2025),

La translocacion de bacterias y la sepsis verdadera implica algo mas que observar
simplemente la existencia de material genético de bacterias. La identificacion molecular puede
sugerir la presencia de bacterias, pero esto no implica automdticamente que exista una
enfermedad. En ocasiones, un resultado bacteriano puede ser el resultado de microorganismos
que son temporales, ADN fragmentado, contaminacién o colonizacion. Por otro lado, al
referirnos a la sepsis, el descubrimiento de microorganismos debe ser evaluado junto con la
existencia de una infeccidon que tenga relevancia clinica y con indicadores de disfuncion

organica.

La secuenciacion Nanopore resulta muy beneficiosa, ya que proporciona informacion
rapida sobre los microorganismos presentes y, dependiendo de la muestra y el método analitico,
también puede ofrecer datos sobre su numero y propiedades genéticas. Sin embargo, su
verdadero potencial se revela cuando se combinan estos datos con la evolucion del paciente,
los resultados microbiologicos convencionales, biomarcadores y parametros de la funcion
organica. Ademas, incorporar el andlisis transcriptomica del huésped puede enriquecer esta
evaluacion al mostrar como se activa la respuesta inmunitaria, permitiendo no solo responder

3

a la pregunta de “;qué microorganismos estan presentes? ”, sino también a “;cémo estd

reaccionando el organismo a ellos? .

Asi, un sistema de diagnostico basado en metagenomica clinica deberia establecer

criterios que diferencien entre la simple presencia de bacterias y una infeccion sistémica que
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realmente sea relevante, ayudando a disminuir el riesgo de sobrediagndstico y a identificar de
manera mas precisa a los pacientes que efectivamente tienen sepsis y requieren atencion

inmediata.

La distincion entre ambos fendmenos se apoya, ademas, en el andlisis del microbioma
circulante total. Segun exponen (Ahannach et al., 2021) y (Marchukov et al., 2023), la sepsis
verdadera suele caracterizarse por el predominio de una sola especie con una alta carga
gendémica y una cobertura gendmica uniforme, mientras que la translocacion fisioldgica
presenta una sefial polimicrobiana de baja densidad y fragmentacion errética. La capacidad de
la mNGS de lectura larga para resolver fragmentos ultra-largos facilita esta discriminacion al
permitir el mapeo preciso de las secuencias contra genomas de referencia completos,
asegurando que el clinico pueda diferenciar entre el ruido bioldgico y la sefial patogénica que
requiere intervencion inmediata (Nielsen et al., 2025).

7.4.1. Integracion de procalcitonina y lactato con el conteo de lecturas metagenomicas

La culminacion de la precision diagnostica en el choque séptico reside en la integracion
multimodal de los parametros hemodinamicos, los biomarcadores de respuesta del hospedador
y la carga gendmica microbiana. Como bien argumentan (D. Lu et al., 2025) y (Hao et al.,
2023), la procalcitonina (PCT) y el lactato sérico, aunque son pilares en la UCI, proporcionan
una informacion incompleta cuando se analizan de forma aislada. El lactato refleja el grado de
hipoperfusion tisular y la disfuncién metabélica anaerdbica, mientras que la PCT es un
indicador de la activacion inmune inducida por toxinas bacterianas; la adicién del conteo de
lecturas metagendmicas (GPM) completa este rompecabezas al proporcionar la magnitud de la

biomasa del agresor (Nielsen et al., 2025).

La mecénica biofisica de esta integracion ha sido validada mediante modelos de
regresion logistica que evalUan el pronéstico a los 28 dias. Segun el analisis de (S. Jiang et al.,
2024) y (J. Lu et al., 2025), existe una correlacion estadistica potente entre la elevacion de la
carga gendémica bacteriana y los niveles de lactato >2.0 mmol/L, lo que sugiere que la
intensidad de la DNAemia es un impulsor directo del dafio mitocondrial y el fallo
multiorganico evaluado por el score SOFA (Nielsen et al., 2025). El estudio prospectivo de
(Nielsen et al., 2025) demostrd que pacientes con neumonia neumocaocica que presentaban una
carga de 3.5 GPM y una PCT elevada tuvieron un desenlace favorable tras una intervencion
precoz, validando que el conteo de lecturas actda como un factor multiplicador de la

certidumbre diagndstica.
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Ademas, la integracion de estos datos facilita la estratificacion del riesgo y la
personalizacion de la reanimacion. Como sugieren (D. Lu et al., 2025) y (Martin-Loeches et al.,
2025), un fenotipo caracterizado por alta carga genomica, lactato persistente y una firma
transcriptomica del huésped hiper-inflamatoria define a un paciente en riesgo inminente de
choque septico refractario, exigiendo un soporte hemodindmico agresivo y terapias
inmunomoduladores especificas. Esta orquestacion molecular es la que permite que la
metagendmica shotgun trascienda su rol de prueba de identificacion para convertirse en un
sensor bioldgico inteligente, capaz de guiar la medicina de precision en los limites de la

supervivencia biologica (Nielsen et al., 2025).

En conclusion, el diagnostico metagendmico de la sepsis representa una revolucion en
la ingenieria clinica del cuidado critico. Al resolver casos de endocarditis con cultivo negativo,
monitorizar la cinética del patdgeno durante el tratamiento, distinguir la DNAemia fisioldgica
de la sepsis invasiva e integrar los biomarcadores clésicos con la metrologia gendmica, esta
tecnologia dota al intensivista de una vision omnisciente. El desafio futuro reside en la
estandarizacién universal de estos modelos predictivos y en la democratizacion del acceso a
biosensores de nanoporos, garantizando que la informacion genémica de alta resolucion se
traduzca en una reduccion sistémica de la mortalidad por sepsis a nivel global (Nielsen et al.,
2025).

La arquitectura diagnostica de la medicina critica contemporanea atraviesa una
transicion disruptiva, desplazando el eje de gravedad desde la observacién fenotipica del
crecimiento microbiano hacia la metrologia genémica y transcriptémica profunda. En este
contexto, la sepsis no se conceptualiza Gnicamente como un evento infeccioso, sino como un
colapso homeostatico multiorganico derivado de una sefializacion inmunoldgica desbordada
ante la invasion biologica (Peri et al., 2024). Como bien exponen (Nielsen et al., 2025) y
(Govender et al., 2025), la integracion de la secuenciacion metagenémica shotgun (mMNGS)
permite resolver la latencia bioldgica impuesta por el cultivo convencional, instaurando un
modelo de diagndstico agnostico que interroga la totalidad del material genético circulante en

el compartimento hemético (Nielsen et al., 2025).
7.4.2. Implementacion de la mNGS en el flujo de trabajo del servicio de urgencias

La operatividad de la metagendmica clinica en el servicio de urgencias exige una
orquestacidn tecnoldgica que actle en las fronteras de la temporalidad bioldgica de la infeccion

aguda. La fase inicial de atencion en urgencias, denominada frecuentemente la "hora de oro",
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es el intervalo critico donde la identificacion de una respuesta inmune desregulada decide el
prondstico vital. En este escenario, la implementacion de biosensores portatiles que ejecutan
paneles de expresion génica del hospedador, como el TriVerity, representa un hito en la
medicina de precision. Tal como analizan (D. Lu etal., 2025), este sistema utiliza la
amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP) para cuantificar 29 mensajeros de ARN
(mARN) leucocitarios en menos de 30 minutos, proporcionando una resolucion diagndstica
superior al 95% para distinguir entre una inflamacion sistémica no infecciosa y una sepsis
verdadera (D. Lu et al., 2025).

La mecéanica biofisica de esta integracion en el punto de atencion (point-of-care)
requiere protocolos de estabilizacion inmediata del ARN mediante tubos PAXgene, los cuales
previenen la degradacion enzimatica de la sefial transcripcional por nucleasas exdgenas (D. Lu
et al., 2025). Como postulan (He et al., 2024) y (Haghayegh et al., 2024), la captura de estas
firmas moleculares permite al urgenciélogo anticipar la trayectoria hacia el choque séptico
antes de que los biomarcadores hemodinamicos o bioquimicos tradicionales como el lactato
sérico >2.0 mmol/L o la elevacion de la procalcitonina sean detectables (D. Lu et al., 2025).
Ademas, la capacidad de la mMNGS para identificar patdgenos fastidiosos directamente del
ADN microbiano libre de células (ccfDNA) en plasma facilita un triaje microbiolégico veloz,
logrando identificar agentes etioldgicos inusuales, como Capnocytophaga canimorsus en casos
de mordeduras, en una fraccion del tiempo requerido por el hemocultivo (Nielsen et al., 2025).
Esta agilidad analitica permite que el flujo de trabajo de urgencias evolucione de una logica
reactiva a una vigilancia gendmica proactiva, optimizando la asignacién de recursos en la

unidad de cuidados intensivos (UCI) (Struelens et al., 2024).
7.5. Coste-efectividad de l1a metagenomica en la reduccion de la estancia hospitalaria

La evaluacion econémica doctoral de lamNGS trasciende el andlisis simplista del coste
de los reactivos para centrarse en la reduccion sistémica del coste total del episodio de cuidado.
Aunque la secuenciacién de nanoporos conlleva una inversién inicial significativa, su
rentabilidad se manifiesta a través del acortamiento de las estancias en la UCI y la mitigacion
de complicaciones iatrogénicas. Como bien argumentan (Tian et al., 2026) y (Q. Zhang et al.,
2023), la precision diagnostica alcanzada en las primeras seis horas de hospitalizacion permite
una desescalada antibiotica dirigida, lo que reduce de manera dréstica la incidencia de fallo
renal agudo secundario a farmacos nefrotdxicos y previene la emergencia de infecciones

oportunistas por Clostridioides difficile (Nielsen et al., 2025).
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La metrologia de esta coste-efectividad se apoya en la reduccion del intervalo de
hospitalizacion inefectiva. Segun el andlisis de (Yin, s. f.) y (Govender et al., 2025), el ajuste
precoz del tratamiento antimicrobiano en el 41.5% de los pacientes inmunocomprometidos
acelera la resolucion de la disfuncién organica, compensando el coste del test metagenémico
mediante el ahorro de menos de 48 horas de soporte ventilatorio o hemodinamico (Govender
et al., 2025). Tal como sefialan (Parhofer et al., 2026) y (Nielsen et al., 2025), la rapidez en la
identificacion genomica correlaciona inversamente con la acumulacién de la puntuacion
SOFA; al minimizar el tiempo de exposicion a una carga microbiana critica, se previene el
dafio multiorganico refractario, el cual constituye el impulsor principal de los costes
hospitalarios catastroficos (Nielsen et al., 2025). Desde la perspectiva de la salud publica, la
vigilancia gendmica en tiempo real proporcionada por dispositivos portatiles previene brotes
intrahospitalarios de patégenos pan-resistentes, cuyo impacto econdmico y social es
incalculable, alineando la innovacion biotecnoldgica con los objetivos de sostenibilidad de los

sistemas sanitarios modernos (Struelens et al., 2024).
7.6. Sepsis fungica: Ventajas de la mNGS en la deteccion de Candida auris y mohos

El diagnostico de la sepsis fungica representa uno de los mayores desafios biofisicos en
la microbiologia clinica, dada la baja sensibilidad de los hemocultivos tradicionales para
detectar hongos filamentosos y especies emergentes multirresistentes. En este contexto, la
mNGS de lectura larga ofrece una ventaja analitica disruptiva al interrogar directamente el
material genético sin depender de la viabilidad celular (Terrones-Campos et al., 2026). Como
bien analizan (Q. Zhang et al., 2023), la optimizacion de los protocolos de lisis celular fangica
como el protocolo C002, que integra homogeneizacién mecanica vigorosa con microesferas de
circonio es fundamental para romper la integridad de la pared de quitina y glucanos,
permitiendo la liberacion de polimeros gendémicos que de otro modo permanecerian
secuestrados (Q. Zhang et al., 2023).

En el caso de Candida auris, un patdégeno caracterizado por su capacidad de evasion
inmunoldgica y resistencia a maltiples antifingicos, la mMNGS de nanoporos facilita una
identificacion taxondmica exacta que supera los limites de la espectrometria de masas MALDI-
TOF, la cual a menudo genera clasificaciones erroneas dentro del complejo C. haemulonii
(Govender et al., 2025). Ademas, la capacidad de generar lecturas ultra-largas permite mapear
variaciones estructurales en genes como ERG11 y FKS1, proporcionando un perfil de
susceptibilidad predictivo que guia la eleccion terapéutica semanas antes de que el hongo sea

visible en el laboratorio (Manzoor et al., 2025). Para los mohos invasores como Aspergillus
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fumigatus y especies de Mucorales, la relevancia clinica de la mMNGS reside en su capacidad
diagnostica en el paciente critico no neutropénico sometido a terapias inmunomoduladores. Tal
como exponen (Terrones-Campos et al.,, 2026) y (Yin, s.f.), el aumento del uso de
corticosteroides en la UCI ha generado un nuevo grupo de riesgo para la aspergilosis pulmonar
invasiva (IPA); en estos pacientes, la deteccion de sefiales gendmicas fangicas en plasma
ccfDNA permite iniciar el tratamiento dirigido mucho antes de la aparicion de signos

radioldgicos clasicos, impactando directamente en la supervivencia (Nielsen et al., 2025).
7.7. Controversias actuales, analisis critico de la evidencia y perspectivas futuras

A pesar de la robustez técnica de la secuenciacién de molécula Unica, la adopcion
sistémica de la mNGS enfrenta controversias epistemoldgicas que condicionan su aplicabilidad
universal. El debate mas intenso se centra en la interpretacion de la "sefial gendmica microbiana
basal" o DNAemia fisiolégica. Como analizan (Nielsen et al., 2025) y (Ciaparrone et al., 2024),
la ubicuidad de fragmentos de ADN microbiano en la sangre de individuos sanos impone el
reto de definir umbrales de significancia clinica que no deriven en un sobrediagndstico y
sobretratamiento antimicrobiano (Nielsen et al., 2025). El analisis critico de la evidencia
sugiere que la positividad metagenémica debe ser adjudicada integrando biomarcadores de
inflamacién del hospedador y la cuantificacion absoluta de la carga microbiana (GPM),
utilizando estandares internos (“spike-ins™) para normalizar la sefial frente al trasfondo

genoémico basal (Nielsen et al., 2025).

Otra controversia fundamental reside en el fendmeno del "kit-oma™ o contaminacion
ambiental por ADN residente en los reactivos. (Albitar et al., 2023) y (Nielsen et al., 2025)
advierten que la sensibilidad extrema de los secuenciadores de nanoporos exige el uso de
controles negativos rigurosos y algoritmos bioinformaticos de deplesion digital para evitar
falsos diagndsticos (Nielsen et al., 2025). Asimismo, la opacidad de los modelos de inteligencia
artificial (1A) utilizados en la prediccion de severidad genera escepticismo en la comunidad
médica. Como argumentan (Goktas & Grzybowski, 2025), es imperativo transitar hacia una 1A
explicable (XAl) validada en ensayos clinicos aleatorizados multicéntricos que garantice que
el razonamiento automatizado sea supervisado por el juicio clinico doctoral (Goktas &
Grzybowski, 2025).

Las perspectivas futuras se vislumbran en la convergencia de la metagendémica con la
transcriptomica dual y la protedmica de nanoporos. (Van Dijk et al., 2023) y (Haghayegh et al.,

2024) anticipan el desarrollo de biosensores portatiles "wearables" que realicen una
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monitorizacion multimodal de la infeccion y la respuesta inmune directamente en la piel o
fluidos intersticiales, permitiendo una medicina de precision ubicua (Van Dijk et al., 2023). En
ultima instancia, la estandarizacion de marcos regulatorios como el EU Al Act proporcionara
la gobernanza necesaria para asegurar que la informacion gendmica de alta resolucion se
traduzca en una reduccion sistémica de la mortalidad global por enfermedades infecciosas en
el siglo XXI (Struelens et al., 2024).

En conclusidn, el diagnostico metagendmico de la sepsis y el choque séptico representa
la culminacion de la integraciéon tecnoldgica entre la biofisica de poros, la computacion
avanzada y la infectologia clinica. Al optimizar el flujo de trabajo en urgencias, demostrar su
coste-efectividad mediante la reduccion de estancias hospitalarias inefectivas y resolver la
identidad de patogenos fangicos complejos, esta tecnologia dota al clinico de una vision
omnisciente. EI desafio reside en la validacion clinica de estos modelos y en la neutralizacion
del ruido ambiental para garantizar que cada bit de informacién genémica se traduzca en una

vida salvada en la primera linea de la emergencia médica (Nielsen et al., 2025).
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Capitulo VII

Neuro-Metagenomica: Infecciones del Sistema Nervioso Central

La neuro-infectologia contemporanea se enfrenta a una paradoja biometroldgica
sustancial, el sistema nervioso central (SNC), protegido por la barrera hematoencefalica (BHE)
y considerado histéricamente un santuario biologico estéril, presenta uno de los mayores
desafios para el diagndstico microbiolégico convencional debido a la biomasa marginal de los
agentes agresores y a la inaccesibilidad relativa de los tejidos afectados. Como bien analizan
(Milburn et al., 2024) y (Olie et al., 2024), el paradigma del diagndstico sindromico ha sido
desplazado por la neuro-metagendémica, una disciplina que emplea la secuenciacion de lectura
larga para interrogar de forma agndstica el flujo de é&cidos nucleicos en el liquido
cefalorraquideo (LCR). Esta metodologia no solo permite la desarticulacién de las limitaciones
del cultivo, sino que redefine la arquitectura diagndstica al integrar la sefial del patdgeno con
la respuesta inmunoldgica compartimentalizada del huésped, facilitando una resolucion
etiolégica en cuadros de meningitis y encefalitis que anteriormente se catalogaban como
idiopaticos (Milburn et al., 2024).

8.1. Superacion de las limitaciones del cultivo de LCR en meningitis cronicas

La meningitis crénica, definida por la persistencia de signos meningeos y pleocitosis en
el LCR durante un intervalo superior a las cuatro semanas, constituye uno de los enigmas mas
complejos en la medicina critica y la neurologia. El estandar de oro histérico, fundamentado
en el aislamiento celular mediante cultivo, presenta una sensibilidad analitica alarmantemente
baja, especialmente cuando el cuadro es mediado por microorganismos fastidiosos como
Mycobacterium tuberculosis o bacterias anaerobias estrictas. Segun detallan (Olie et al., 2024),
la baja tasa de replicacion de estos patdgenos en medios artificiales, sumada al efecto
inhibitorio de la terapia antimicrobiana empirica administrada antes de la puncion lumbar,

deriva en una "ceguera microbioldgica" que puede superar el 60% de los casos.

La biofisica de la neuro-metagenomica shotgun de nanoporos interviene en este
escenario al eliminar la obligatoriedad de la viabilidad celular. Tal como postulan (Nielsen
et al., 2025) y (Agustinho et al., 2024), la secuenciacion de molécula Unica detecta fragmentos
de ADN microbiano libre de células (cfDNA) que persisten en el espacio subaracnoideo incluso
tras la neutralizacion del patogeno por el sistema inmunitario. En el contexto especifico de la
tuberculosis meningea, donde la carga bacilar es extremadamente reducida, la secuenciacion

profunda permite capturar firmas gendémicas que evaden incluso la sensibilidad de la PCR
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especifica como el GeneXpert MTB/RIF Ultra. (Wallraven et al., 2026) argumentan que la
MNGS de lectura larga facilita la reconstruccion de genomas completos a partir de fragmentos
ultracortos, permitiendo no solo la identificacion de la especie, sino la deteccion de
polimorfismos en genes como rpoB o katG, determinantes de la resistencia a farmacos
antituberculosos, en una fraccion del tiempo requerido por el cultivo en medio liquido (Milburn
et al., 2024).

Ademas, la mecénica del procesamiento de la muestra en neuro-metagendmica exige
protocolos de deplesion selectiva de ADN humano para compensar la alta celularidad
inflamatoria del LCR. Segun analizan (Jia et al., 2024) y (Agustinho et al., 2024), el uso de
técnicas de lisis diferencial y el tratamiento con nucleasas antes de la extraccion de acidos
nucleicos totales incrementa la sensibilidad diagndstica en varios érdenes de magnitud,
permitiendo que la sefial i6nica del patdgeno sea discriminada del trasfondo gendémico del
hospedador. Esta orquestacion técnica es vital para el diagnostico de meningitis decapitadas
por antibidticos, donde la mMNGS ha demostrado una concordancia diagndéstica superior al 95%
frente a estandares clinicos compuestos, transformando el manejo de la meningitis crénica de
un ejercicio de exclusion empirica a una intervencion de precision genémica (Nielsen et al.,
2025).

8.2. Deteccion de encefalitis virales raras y virus neurotropicos emergentes

La encefalitis aguda representa una emergencia médica donde la latencia diagndstica
correlaciona directamente con secuelas neuroldgicas irreversibles y una mortalidad que puede
exceder el 20%. Los paneles de PCR multiplexados actuales, aunque veloces, presentan una
"ventana de ceguera” al estar limitados a un nimero finito de dianas virales predefinidas. Como
bien sefialan (Coll et al., 2024) y (Benoit et al., 2024), la neuro-metagendémica shotgun rompe
esta restriccion al actuar como un detector omnisciente capaz de identificar cualquier virus
presente en el LCR sin objetivos a priori. Esta agosticidad taxonémica es fundamental para la
vigilancia de virus neurotropicos emergentes o variantes inusuales de virus comunes que

presentan cuadros clinicos atipicos.

La biofisica de la secuenciacion de lectura larga de nanoporos es particularmente
ventajosa para la virologia del SNC. Al generar lecturas que atraviesan genomas virales
completos, el sistema permite diferenciar entre virus con alta homologia de secuencia pero con
perfiles de patogenicidad divergentes. Tal como ilustran (S. Casimiro-Soriguer et al., 2025) y

(Struelens et al., 2024), en brotes de arbovirosis como el virus del Nilo Occidental (WNV) o el
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virus Zika, la mNGS facilito la caracterizacion filogenética de linajes especificos en tiempo
real, permitiendo rastrear la dinamica de transmision neurotropica. En un caso emblematico
reportado por (Jia et al., 2024), el uso de metagendmica permitié la identificacion accionable
de Leptospira santarosai en un paciente con encefalitis recurrente cuyos resultados de
laboratorio convencionales habian sido persistentemente negativos durante meses, validando

el impacto de esta tecnologia en la resolucion de crisis diagnosticas (Milburn et al., 2024).

Complementariamente, para virus con carga gendmica efimera o titulos ultra-bajos, se
han implementado flujos de trabajo de enriquecimiento viral como el VIDISCA-NGS. Segln
el analisis de (Huang et al., 2026), esta metodologia emplea la amplificacion de polimorfismos
de longitud de fragmentos de restriccién de cDNA para concentrar la sefial viral frente al rARN
humano dominante. La integracién de estos algoritmos con el llamado de bases en tiempo real
permite que la deteccion de una "amenaza viral" ocurra en menos de seis horas tras la
recoleccion del LCR. Esta celeridad es critica para el manejo de virus como el de la rabia o el
virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV), donde la identificacion temprana de la
secuencia nucleotidica permite la implementacién de medidas de salud publica y ajustes
terapéuticos antivirales de soporte en ventanas temporales diagndésticas inaccesibles para la
serologia o el cultivo viral (Struelens et al., 2024).

8.3. Analisis de la microbiota del SNC

Uno de los debates epistemoldgicos més intensos en la microbiologia moderna es la
cuestionabilidad del dogma de la esterilidad absoluta del SNC. La irrupcion de secuenciadores
de nanoporos con sensibilidad a nivel de molécula unica ha revelado la presencia esporédica
de acidos nucleicos microbianos en el LCR de individuos sin evidencia clinica de infeccion.
Como analizan (Tian et al., 2026) y (Nielsen et al., 2025), la existencia de una "microbiota del
SNC" es un concepto polémico que debe distinguirse rigurosamente del fenémeno de la
DNAemia basal y de la translocacion fisioldgica de fragmentos gendmicos desde nichos

mucosos periféricos.

La bioinformatica clinica impone criterios de adjudicacion doctoral para discernir entre
ruido bioldgico y patogenia verdadera. (Nielsen et al., 2025) proponen que la presencia de
trazas de ADN bacteriano en LCR puede ser el resultado de un aumento de la permeabilidad
de la barrera hematoencefalica inducida por condiciones no infecciosas, permitiendo la
infiltracion pasiva de cfDNA microbiano circulante. Para mitigar el riesgo de falsos

diagnosticos, es imperativo el uso de umbrales cuantitativos basados en el ratio de lecturas por
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millon (RPM). Un hallazgo se considera clinicamente relevante solo cuando su RPM supera

diez veces el nivel detectado en los controles internos negativos, el denominado "kit-oma"
(Nielsen et al., 2025).

Tabla 9

Analisis metagenomico de la microbiota del SNC

Aspecto Caracteristica Aporte de la Precaucién
metagendémica Nanopore diagnostica
Muestra Puede incluir liquido Permite analizar La selecciony
clinica cefalorraguideo (LCR) u  directamente el material conservacion de la
otras muestras genético presente. muestra pueden
relacionadas con el determinar la calidad
SNC. del resultado.
Carga Generalmente puede ser  La secuenciacién puede Una sefal de baja
microbiana muy baja en detectar sefiales abundancia requiere
comparacion con el microbianas incluso controles y
ADN del huésped. cuando son dificiles de confirmacion.
recuperar mediante
cultivo.
ADN del Puede representar una La bioinformética permite  Una elevada cantidad
huésped proporcién importante separar lecturas humanas de ADN humano puede

del material total.

de las microbianas.

disminuir la
sensibilidad del
analisis.

Identificacion

Determina los

Permite identificar

La identificacion

taxonémica microorganismos cuyas  multiples taxones en una molecular no demuestra
secuencias estan misma muestra. automaticamente
presentes. infeccion.
Bacterias Pueden ser agentes Permite identificar Debe descartarse
causales de meningitisy  especies y potencialmente  contaminacion
otras infecciones del genes relevantes. procedente del
SNC. ambiente o del
procedimiento.
Virus Constituyen causas Permite buscar Debe diferenciarse
importantes de simultdneamente material viral residual
encefalitis y meningitis.  diferentes agentes virales.  de infeccion activa.
Hongos Pueden producir Permite ampliar la La baja carga puede
infecciones busqueda mas alla de los dificultar la
neuroldgicas, microorganismos interpretacion.
especialmente en cultivables.
determinados pacientes.
Abundancia Indica la proporcién de  Permite comparar la No debe interpretarse
relativa lecturas asignadas a representacion de directamente como
cada microorganismo. diferentes taxones. carga absoluta sin
normalizacién
adecuada.
Controles Muestras sin material Permiten identificar Son fundamentales
negativos clinico o controles de sefiales potencialmente cuando se trabaja con

proceso.

contaminantes.

muestras de baja
biomasa.
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Cobertura
genodmica

Porcentaje del genoma
microbiano representado
por las lecturas.

Puede fortalecer la
identificacion cuando
existe cobertura suficiente
y especifica.

La cobertura debe
interpretarse junto con
identidad y calidad de
las lecturas.

Respuesta del

Cambios inmunolégicos

Puede complementarse con

La respuesta

huésped y transcriptomicas andlisis de ARN del inmunitaria no
asociados con la huésped. identifica por si sola al
infeccion. agente causal.

Diagnostico Permite considerar Reduce la dependenciade  Los resultados

diferencial multiples agentes una busqueda dirigida requieren correlacion
infecciosos exclusivamente a un con la presentacion
simultdneamente. pat6geno. clinica.

Tiempo de El diagndstico Nanopore permite generar  La rapidez no sustituye

respuesta convencional puede e interpretar datos durante  la validacion ni la
requerir tiempo para la secuenciacién. interpretacion clinica.
cultivo o pruebas
sucesivas.

Aplicacion Apoyo al diagnostico de  Puede ampliar el espectro  Debe utilizarse como

clinica meningitis, encefalitisy  de agentes investigados. parte de una estrategia

otras infecciones
neurologicas.

diagnostica integrada.

Nota: Elaboracion propia a partir de (Govender et al., 2025),

El estudio de la microbiota en el sistema nervioso central mediante herramientas
metagendmicas es un método intrigante, pero también uno que exige una gran rigurosidad en
los procedimientos. Esto ocurre porque las muestras del sistema nervioso suelen contar con
una cantidad reducida de biomasa microbiana y una elevada proporcion de material genético
humano, lo que puede provocar que pequefias contaminaciones se confundan con sefiales

bioldgicas reales.

La secuenciacion Nanopore se destaca como una excelente aliada, ya que permite
ampliar la busqueda de microorganismos y acceder a informacién genética de manera
instantanea. Esto resulta particularmente beneficioso en situaciones de meningitis o encefalitis
de causa desconocida. Al hallar una secuencia bacteriana, viral o fangica, es fundamental
examinarla considerando su abundancia, cobertura, especificidad, presencia en controles

negativos, localizacion de la muestra y su conexion con las manifestaciones clinicas.

La verdadera fuerza de esta técnica radica en la combinacion de la identificacion
taxondmica, la profundidad de lectura, el andlisis de contaminantes, la caracterizacion
gendémica y la reaccion del huesped. No debemos dar por sentado que cualquier
microorganismo detectado forma parte de una microbiota estable o que necesariamente

provoca una enfermedad.
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En el punto de vista nos permite explorar el SNC desde una perspectiva molecular mas
amplia, donde la informacion obtenida a través de la secuenciacion se convierte en un elemento
fundamental en el diagndstico diferencial y puede facilitar la identificacion de agentes
infecciosos que suelen ser pasados por alto con métodos tradicionales.

El anélisis critico de (Ahannach et al., 2021) subraya que la supuesta microbiota del
SNC suele carecer de una firma transcriptdmica de replicacion activa. Mientras que en una
meningitis verdadera se observa un enriquecimiento de ARNm microbiano y una respuesta
inflamatoria molecular del hospedador detectable mediante firmas de citoquinas en LCR, la
presencia de ADN ambiental o translocado carece de este correlato funcional. Por lo tanto, en
la préctica doctoral, la nocién de una microbiota residente en el cerebro se considera
actualmente mas un artefacto de la ultra-sensibilidad técnica que una entidad biolégica
funcional. La relevancia diagnostica reside en la capacidad del clinico para interpretar estos
datos integrando los biomarcadores de neuroinflamacion neopterina y acido quinolinico,
asegurando que la deteccion genomica sea interpretada siempre dentro del contexto de la

claudicacion de la barrera hematoencefalica (Nielsen et al., 2025).
8.4. Identificacion de neuroparasitos y hongos dimérficos mediante mNGS

La identificacion de parasitos y hongos dimdrficos en el SNC representa la frontera
final de la metagendmica diagndstica. Patdgenos como Toxoplasma gondii, Taenia solium
(neurocisticercosis) y hongos como Coccidioides immitis o Histoplasma capsulatum imponen
un desafio biofisico Unico debido a la complejidad estructural de sus paredes celulares y a la
magnitud de sus genomas eucariotas, que suelen eclipsar las pequefias lecturas de la
secuenciacion convencional. Como bien argumentan (Milburn et al., 2024) y (H. Yu et al.,
2025), la secuenciacién de lectura larga (LRS) es la Gnica herramienta capaz de atravesar las
regiones repetitivas y los operones ribosomales de estos microorganismos, facilitando una

discriminacién taxondmica exacta a nivel de especie.

En el caso de la toxoplasmosis cerebral, una complicacion devastadora en el paciente
con SIDA o inmunosupresion severa, la mNGS de nanoporos ha demostrado una sensibilidad
superior a la PCR convencional dirigida contra el gen B1. Tal como detallan (Milburn et al.,
2024) y (Segui-Perez et al., 2025), la captura agnoéstica de fragmentos gendmicos permite
identificar dianas mas sensibles, como el gen GRA7, cuya expresion ocurre durante todos los
estadios del ciclo de vida del parasito. La mecéanica de esta deteccion se fundamenta en la

capacidad de los poros R10 para resolver variantes de un solo nucleétido en el genoma del
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parasito, permitiendo diferenciar entre cepas de reactivacion y nuevas infecciones (Milburn
et al., 2024).

Para los hongos dimérficos y filamentosos, la relevancia clinica de la metagendmica
radica en la optimizacion de los protocolos de lisis mecénica. (Q. Zhang et al., 2023) y
(Terrones-Campos et al., 2026) subrayan que el uso de homogeneizacion con microesferas de
circonio es indispensable para romper la integridad de la matriz de quitina flngica, liberando
polimeros de ADN que de otro modo permanecerian secuestrados en las vegetaciones o
granulomas cerebrales. La mNGS de lectura larga permite detectar sefiales gendmicas flngicas
en LCR incluso cuando los cultivos son negativos debido al secuestro tisular del hongo. Como
postulan (Olie et al., 2024) y (J. Zhao et al., 2025), la identificacion de transcritos de factores
de virulencia fungicos proporciona una evidencia definitiva de invasion parenquimatosa,
permitiendo el inicio de terapias antiflngicas dirigidas con voriconazole o anfotericina B
liposomal semanas antes de que la morfologia histolégica o el cultivo confirmen la etiologia
(Q. Zhang et al., 2023).

En conclusidn, la neuro-metagendémica impulsada por la secuenciacion de nanoporos
representa la culminacién de la integracién tecnoldgica en el diagnostico de infecciones del
SNC. Al superar las limitaciones del cultivo en meningitis crénicas, habilitar la deteccion de
virus emergentes, deconstruir el mito de la microbiota cerebral mediante umbrales cuantitativos
y resolver la identidad de paréasitos y hongos complejos, esta disciplina posiciona al genoma
microbiano como el eje central de la neurologia infecciosa del siglo XXI. La transicion hacia
una medicina diagndstica independiente de la viabilidad celular garantiza que cada bit de
informacién gendmica se traduzca en una preservacion de la integridad neuroldgica del

paciente critico (Nielsen et al., 2025).

La neuro-infectologia contemporanea se halla en una encrucijada epistemolégica donde
las manifestaciones clinicas de la inflamacion del sistema nervioso central (SNC) cefalea,
fiebre, pleocitosis y alteracion del sensorio resultan insuficientes para discernir entre agresiones
bioldgicas y procesos neuro-inflamatorios de base inmunoldgica. Histéricamente, el
diagnostico sindromico ha operado bajo una ceguera técnica impuesta por la baja sensibilidad
de los cultivos y la estrecha ventana de deteccion de los paneles de PCR multiplexados
(Milburn et al., 2024). La irrupcion de la metagendmica shotgun de nueva generacion (MNGS)
de lectura larga ha instaurado un modelo de "neuro-vigilancia molecular” que permite el

interrogatorio agnostico del flujo de acidos nucleicos en el liquido cefalorraquideo (LCR),
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superando los sesgos de enriquecimiento selectivo y transformando la anatomia patoldgica

molecular en una herramienta de intervencion clinica en tiempo real (Benoit et al., 2024).
8.5. Diagnéstico diferencial molecular en procesos autoinmunes vs. infecciosos

La distincidn entre una neuro-infeccion activa y una encefalitis autoinmune constituye
uno de los mayores desafios en las unidades de cuidados intensivos neuroldgicos.
Fisiopatologicamente, ambos procesos pueden desencadenar una barrera hematoencefélica
(BHE) permeable, lo que resulta en una trasudacion de proteinas plasmaticas y una migracion
leucocitaria inespecifica al compartimento subaracnoideo. Como bien analizan (Benoit et al.,
2024) en su analisis de siete afios de rendimiento clinico, hasta un 20% de los pacientes
inicialmente sospechosos de infeccion del SNC terminan recibiendo un diagnostico de etiologia
no infecciosa, como la encefalitis mediada por anticuerpos contra el receptor de N-metil-D-
aspartato (NMDAR).

La mecénica del diagndstico diferencial mediante mMNGS se fundamenta en el valor
predictivo negativo (VPN) de la plataforma. Segun detallan (Olie et al., 2024) y (Vanamala
et al., 2025), la ausencia persistente de sefiales genémicas microbianas en una corrida de alta
profundidad (superando los 10 millones de lecturas), en combinacion con la deteccion de una
firma transcripcional del hospedador indicativa de activacion de células B o sintesis de
autoanticuerpos, permite al clinico descartar la infeccion con una certidumbre técnica superior
al 99%. Esta deplesion digital de la sospecha infecciosa es vital para el inicio temprano de
terapias inmunosupresoras o plasmaféresis, intervenciones que serian deletéreas en presencia

de un patogeno replicativo (Benoit et al., 2024).

Ademas, la bioinformaética clinica aplicada a la diferenciacion etiologica integra
modelos de aprendizaje automatico que evallan el "paisaje epitranscriptomico™ del LCR. Tal
como postulan (D. Lu et al., 2025) y (Van Dijk et al., 2023), la identificacion de modificaciones
como la N6-metiladenosina (m®A) en el ARN nativo del hospedador puede servir como un
biomarcador de neuro-inflamacion cronica autoinmune frente a la respuesta inmune innata
aguda inducida por virus neurotropicos. Esta capacidad de realizar un "fenotipado genémico"
dual taxonomia microbiana negativa y firma transcriptomica positiva para autoinmunidad
posiciona a la mMNGS de nanoporos como el arbitro definitivo en la adjudicacion diagnostica
de cuadros de encefalopatia idiopatica (Benoit et al., 2024).
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8.5.1. Impacto del volumen de muestra en la sensibilidad diagndstica del LCR

La sensibilidad analitica de la metagendmica shotgun en el LCR esté gobernada por la
ley de los rendimientos decrecientes en muestras de baja biomasa microbiana. A diferencia de
otros fluidos bioldgicos como el esputo o el pus de abscesos, el LCR es un medio con una
celularidad fisiolégica minima y una concentracion de ADN libre de células (cfDNA)
extremadamente reducida. Como bien argumentan (Benoit et al., 2024) y (Agustinho et al.,
2024), el volumen de muestra inicial procesado es el determinante biofisico principal de la
cobertura gendmica del patogeno.

La mecanica de la captura nucleotidica en LCR exige protocolos de extraccion de
"ultra-bajo aporte™ (ultra-low input). Segln el andlisis critico de (Nielsen et al., 2025) y (R.
Wang et al., 2024), la obtencion de al menos 1 a 2 mL de LCR es imperativa para garantizar
una representacion estocéastica de los fragmentos sub-genémicos del patégeno. Un volumen
insuficiente deriva en una "ventana de ceguera molecular” donde la sefial microbiana se pierde
en el ruido de fondo del ADN ambiental o del "kit-oma". Para compensar esta limitacion, se
emplean técnicas de lisis diferencial selectiva que degradan el rARN y el ADN humano
dominante, incrementando la relacion sefial-ruido en varios 6rdenes de magnitud (Nielsen
et al., 2025).

La relevancia clinica de la metrologia del volumen se manifiesta en la deteccion de
patogenos intracelulares o de replicacion lenta, como Mycobacterium tuberculosis o
Cryptococcus neoformans. (Milburn et al., 2024) y (Olie et al., 2024) sefialan que en la
meningitis tuberculosa, donde la carga bacilar puede ser inferior a un organismo por mililitro,
la mMNGS profunda con volimenes optimizados permite identificar determinantes genéticos de
resistencia a rifampicina (rpoB) que las pruebas de PCR rapida (GeneXpert Ultra) omiten
debido a su dependencia de dianas de un solo locus. Por tanto, la optimizacion preanalitica del
volumen de LCR no es un mero detalle técnico, sino un requisito biofisico para alcanzar la
sensibilidad diagndstica del 63.1% reportada por los centros de referencia de vanguardia,
permitiendo la resolucion de infecciones del SNC de origen crénico y baja densidad replicativa
(Milburn et al., 2024).

8.5.2. Uso de la metagenomica en el diagndstico post-mortem de patologias infecciosas

La aplicacion de la mNGS en el ambito de la patologia forense y el diagnostico post-
mortem representa la culminacién del "rescate microbiolégico” en casos donde la vida del

paciente se extinguio sin una resolucion etioldgica. En las unidades de cuidados intensivos,
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hasta el 30% de los fallecimientos por cuadros febriles permanecen sin una adjudicacion
diagnostica definitiva tras el examen anatomopatologico convencional (Terrones-Campos
et al., 2026). La metagendmica post-mortem permite interrogar de manera omnisciente tanto
los fluidos remanentes como los tejidos parenquimatosos fijados, actuando como una "biopsia

gendmica retrospectiva”.

La biofisica de la mNGS post-mortem se apoya en la persistencia de las firmas
genomicas incluso tras la degradacion de la viabilidad celular. Tal como demuestran (Benoit
et al., 2024), la secuenciacién profunda de tejidos cerebrales o valvulas cardiacas post-mortem
ha facilitado la identificacion de virus emergentes neurotrépicos y bacterias fastidiosas, como
Coxiella burnetii, que eluden el cultivo forense. EI mecanismo de esta deteccion reside en la
capacidad de los nanoporos para generar lecturas ultra-largas que atraviesan genomas
bacterianos completos, permitiendo la reconstruccion de genomas ensamblados desde
metagenomas (MAGS) que validan la presencia bioldgica inequivoca del agresor en el sitio del
dafio tisular (Agustinho et al., 2024).

Desde una perspectiva de salud pablica, la mNGS post-mortem es una herramienta de
vigilancia epidemioldgica inestimable. Segln analizan (Struelens et al., 2024) y (S. Casimiro-
Soriguer et al., 2025), la resolucidon genémica de una muerte de etiologia desconocida puede
revelar el inicio de un brote clonal intrahospitalario o la introduccion de un patégeno zoon6tico
en la comunidad. La integracion de los datos de secuenciacidn con el andlisis de la respuesta
inmune molecular post-mortem proporciona una evidencia definitiva de causalidad,
diferenciando la colonizacion cadavérica incidental de la patogenia invasiva que precipito el
fallo multiorganico (Nielsen et al., 2025). En Gltima instancia, esta "autopsia genémica" dota
al sistema de salud de un cierre diagndéstico riguroso, permitiendo la implementacién de
medidas preventivas y ajustes en los protocolos de tratamiento empirico basados en la realidad

microbioldgica local (Benoit et al., 2024).

En conclusidn, la neuro-metagenémica impulsada por la secuenciacion de nanoporos
representa una revolucion en la ingenieria diagndstica de las infecciones del SNC. Al resolver
el dilema molecular entre autoinmunidad e infeccidn, optimizar la sensibilidad mediante la
metrologia del volumen de LCR y habilitar el diagnostico post-mortem de alta resolucion, esta
tecnologia se posiciona como el nuevo estandar de oro para la medicina de precision
neuroldgica. El desafio futuro reside en la estandarizacion universal de los umbrales

cuantitativos (GPM/RPM) y en la democratizacion del acceso a biosensores gendémicos,
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asegurando que cada fragmento de &cido nucleico se traduzca en una decision clinica

fundamentada en la integridad biologica total del paciente (Nielsen et al., 2025).

La arquitectura diagnostica aplicada a las patologias del sistema nervioso central (SNC)
ha experimentado una metamorfosis radical tras la integracion de la secuenciacion
metagendmica shotgun de lectura larga (MNGS). Este avance no representa Unicamente una
mejora en la sensibilidad analitica, sino un cambio en la ontologia del diagndstico neuro-
infeccioso, la transicion de una blsqueda reactiva de patdgenos predefinidos hacia una
vigilancia molecular agndstica de los santuarios bioldgicos. Como bien argumentan (Olie et al.,
2024), el liquido cefalorraquideo (LCR), al ser un fluido en contacto directo con el parénquima
cerebral y las meninges, actGa como un reservorio de acidos nucleicos que reflejan tanto la
invasion bioldgica como la claudicacion homeostéatica del tejido neural. En este contexto, la
bioinforméatica clinica de nanoporos permite resolver crisis diagnésticas en cuadros de
meningitis y encefalitis donde el estdndar de oro tradicional el cultivo celular ha demostrado

una obsolescencia biofisica insuperable (Milburn et al., 2024).
8.5.3. Deteccion de priones y variantes genéticas en enfermedades neurodegenerativas

La frontera diagndstica de la neuro-metagendmica contemporanea se expande mas alla
de la taxonomia microbiana para adentrarse en la decodificacion de las proteinopatias y las
predisposiciones gendmicas del hospedador. Las enfermedades por priones, como la
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, y trastornos neurodegenerativos como el Alzheimer,
comparten con las infecciones cronicas un paisaje clinico de deterioro cognitivo y
neuroinflamacién pleomorfica, lo que a menudo genera una confusion diagndéstica de graves
consecuencias terapéuticas. Segun el anélisis de (Coll et al., 2024) y (Haghayegh et al., 2024),
la utilidad de lamNGS en este ambito no se limita a descartar etiologias infecciosas (“deplesion
digital de la sospecha™), sino que permite identificar biomarcadores estructurales y
modificaciones epigenéticas en el ADN libre de células (cfDNA) del paciente.

La mecanica biofisica de esta deteccion en enfermedades neurodegenerativas se apoya
en el andlisis del paisaje de metilacién y la identificacion de variantes estructurales. Tal como
postulan (Ratten et al., 2021) y (Van Dijk et al., 2023), la secuenciacion de nanoporos es capaz
de interrogar hebras de ADN nativo, preservando la informacion sobre la metilacion de
citocinas sin necesidad de conversion por bisulfito. Esta capacidad permite clasificar procesos
neurodegenerativos mediante la firma epigenética de las neuronas en degeneracion que vierten

su material genético al LCR. Complementariamente, el uso de biosensores electroquimicos
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integrados con algoritmos de aprendizaje profundo (Deep Learning) ha facilitado la
cuantificacion de la proteina de hilo neuronal asociada al Alzheimer (AD7c-NTP). Como bien
analizan(Haghayegh et al., 2024) y (Haghayegh et al., 2024), la integracion de estas sefiales
proteémicas con el perfil metagendmico del paciente permite discernir si un cuadro de
demencia rapidamente progresiva es el resultado de un proceso prionico primario o de una
neuro-infeccién por patdgenos de replicacion lenta, como ciertos virus neurotropicos o
parésitos intracelulares (Haghayegh et al., 2024). Esta convergencia multimodal es la que
define la "neurologia de precisién™, donde el genoma del hospedador y el rastro bioldgico del

agresor se interpretan como un ecosistema tnico (Coll et al., 2024).
8.6. Protocolos de urgencia para el diagnostico de meningitis bacteriana decapitada

Uno de los dilemas analiticos mas frustrantes en la medicina de emergencia es la
denominada "meningitis decapitada”, un estado donde la administracion previa de
antimicrobianos de amplio espectro frecuentemente cefalosporinas de tercera generacion
neutraliza la viabilidad celular bacteriana, resultando en cultivos de LCR persistentemente
negativos. Fisiopatol6gicamente, aunque la bacteria ya no es capaz de replicarse in vitro, sus
polimeros nucleotidicos persisten en el espacio subaracnoideo como fragmentos sub-
gendmicos residuales. Los protocolos de urgencia basados en mNGS de nanoporos han sido
disefiados especificamente para capturar esta sefial efimera. Segun detallan (Peri et al., 2024)
y (Nielsen et al., 2025), el uso de la secuenciacion de molécula Unica permite identificar el
patdgeno incluso horas o dias después de que la terapia antibi6tica haya comenzado, superando

la "ventana de ceguera™ de los métodos tradicionales (Nielsen et al., 2025).

La mecanica operativa de estos protocolos de urgencia exige una orquestacion
preanalitica de alta velocidad. Tal como analizan (Milburn et al., 2024) y (Agustinho et al.,
2024), el flujo de trabajo comienza con una lisis mecénica vigorosa para liberar el ADN
atrapado en los detritos inflamatorios, seguida de una deplesion selectiva de los &cidos
nucleicos del hospedador mediante el uso de nucleasas como la Benzonase. Esta etapa es critica
porque, en la meningitis bacteriana, la respuesta inmune genera una pleocitosis masiva que
puede eclipsar la sefial del patdégeno. La utilizacion de dispositivos portatiles como el MinlON
permite que la secuenciacion y el basecalling ocurran de manera sincronica. (Govender et al.,
2025) demuestran que es posible alcanzar una identificacion etiologica con una confianza del
99% en menos de seis horas desde la puncidn lumbar. La relevancia clinica de esta celeridad
es vital para el manejo de la meningitis por Streptococcus pneumoniae 0 Neisseria

meningitidis, donde la deteccion oportuna de genes de resistencia, como las alteraciones en las
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proteinas de union a penicilina (PBP), permite ajustar el régimen terapéutico y minimizar las

secuelas neurologicas permanentes (Nielsen et al., 2025).
8.7. Correlacion entre pleocitosis y abundancia de lecturas genémicas

La interpretacion doctoral de los informes metagendmicos en el SNC exige comprender
la dinamica biofisica entre la celularidad del LCR y la tasa de recuperacion de secuencias
microbianas. La pleocitosis, definida clasicamente como un recuento de glébulos blancos en
LCR > 1000/mL, constituye el principal biomarcador de inflamacién meningea, pero actla
paraddjicamente como una barrera técnica para la secuenciacion profunda (Q. Zhang et al.,
2023). Como bien sefialan (Agustinho et al., 2024), existe una correlacion inversa entre la
densidad de leucocitos del hospedador y la profundidad de cobertura del genoma microbiano,
a mayor cantidad de células inflamatorias humanas, mayor es el ruido gendmico que los

algoritmos deben filtrar, lo que incrementa el riesgo de omitir patégenos de baja biomasa.

Para resolver este conflicto metroldgico, la bioinformética clinica utiliza el ratio de
lecturas microbianas por millén (RPM) y la cuantificacion absoluta mediante estandares
internos ("'spike-ins"). Segun el analisis de (Nielsen et al., 2025) y (Coll et al., 2024), en casos
de meningitis purulenta con pleocitosis extrema, el uso de protocolos de deplesién de ADN
humano ("Host Depletion™) es imperativo para "despejar" el canal de secuenciacién. Por el
contrario, en pacientes inmunocomprometidos o con meningitis por patdgenos intracelulares
como Listeria monocytogenes, la ausencia de pleocitosis franca no descarta la infeccion; en
estos escenarios, la deteccidn de incluso tres lecturas Unicas de una especie patogénica debe
considerarse clinicamente significativa (Nielsen et al., 2025). La relevancia de monitorizar esta
correlacion radica en la capacidad de predecir la trayectoria del paciente. (J. Zhao et al., 2024)
y (Nielsen et al., 2025) han observado que una baja pleocitosis combinada con una alta carga
genémica microbiana (GPM) es un predictor potente de mortalidad precoz, reflejando un
estado de "inmunoparélisis" donde el hospedador es incapaz de contener la replicacion masiva
del agresor, exigiendo una intervencion terapéutica de méxima intensidad (Nielsen et al.,
2025).

8.7.1. Controversias actuales, andlisis critico de la evidencia y perspectivas futuras

A pesar de la sofisticacion de la neuro-metagenomica, su implementacion sistémica
enfrenta controversias epistemoldgicas y técnicas que condicionan su validacion diagndstica
definitiva. La controversia mas acuciante se centra en el fendmeno del "kit-oma" o

contaminacion ambiental. Como analizan (Albitar et al., 2023) y (Nielsen et al., 2025), la
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extrema sensibilidad de los secuenciadores de nanoporos permite capturar sefiales de
microorganismos residentes en los reactivos de laboratorio o en el aire de la sala de
procesamiento. El andlisis critico de la evidencia sugiere que un resultado positivo por mNGS
en LCR no es sindnimo de causalidad patogénica a menos que se apliquen umbrales de rigor
biometrologico, como un ratio de RPM al menos diez veces superior al detectado en los

controles negativos concomitantes (Nielsen et al., 2025).

Otra éarea de intenso debate es la opacidad algoritmica de la inteligencia artificial
aplicada al diagnostico neuro-infeccioso. (Goktas & Grzybowski, 2025) y (Kardjadj, 2025)
advierten sobre el riesgo de las "cajas negras” en el llamado de variantes y la identificacion
taxonomica, donde el clinico recibe una adjudicacion diagndstica sin visibilidad sobre la
métrica de confianza subyacente. Es imperativo transitar hacia una IA explicable (XAl) que
proporcione una trazabilidad absoluta del proceso de inferencia, asegurando que la innovacion
computacional sea supervisada por el juicio doctoral (Goktas & Grzybowski, 2025). Ademas,
el coste-efectividad de la mNGS sigue siendo cuestionado en entornos de recursos limitados.
No obstante, como argumentan (Tian et al., 2026) y (Milburn et al., 2024), la reduccion de las
estancias prolongadas en la UCI debidas a diagndsticos erréneos o tardios compensa con creces

la inversion inicial en tecnologia genémica.

Las perspectivas futuras se vislumbran en la convergencia de la metagendémica con la
proteémica de nanoporos y la medicina personalizada. (Van Dijk et al., 2023) y (Haghayegh
et al., 2024) anticipan el desarrollo de biosensores portatiles "wearables" que realicen una
monitorizacién continua de la carga microbiana y la respuesta inmune directamente en la piel
0 a través de biosensores minimamente invasivos. Asimismo, la integracién de marcos
regulatorios globales, como el EU Al Act, proporcionara la gobernanza necesaria para asegurar
que la informacién gendémica de alta resolucion se traduzca en una medicina de precision

equitativa, segura y cientificamente irreprochable (Struelens et al., 2024).

En conclusién, la neuro-metagenémica representa la culminacion de la integracion
tecnoldgica entre la biofisica de poros, la computacion avanzada y la infectologia clinica. Al
resolver los enigmas de las meningitis decapitadas, monitorizar la dindmica entre pleocitosis y
carga genomica y abordar criticamente los desafios éticos de la IA, esta disciplina dota al
clinico de una vision omnisciente. El desafio reside en la validacion clinica universal y en la
neutralizacion del ruido ambiental para garantizar que cada bit de informacion gendmica sea
un catalizador para la preservacion de la vida y la integridad neuroldgica del paciente (Nielsen
et al., 2025).
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Capitulo IX

El Paciente Inmunocomprometido: Vigilancia en Trasplante y Onco-

Hematologia

La gestion clinica del paciente inmunocomprometido ya sea por neoplasias
hematoldgicas, quimioterapia citotoxica o regimenes de supresion farmacoldgica tras un
trasplante representa el escenario de mayor complejidad diagndstica en la infectologia
contemporanea. En estos individuos, el "estado neto de inmunosupresion” dicta no solo la
susceptibilidad a microorganismos convencionales, sino también la emergencia de patdgenos
oportunistas y la pérdida de la latencia viral (Martin-Loeches et al., 2025). Como bien analizan
(Yin, s. f)) y (J. Zhao et al., 2024), el paradigma tradicional del cultivo microbiano resulta
insuficiente debido a la biomasa marginal de los patdgenos y al uso previo de profilaxis
antimicrobiana, lo que exige una transicion hacia una metrologia molecular profunda basada

en la secuenciacién metagenomica shotgun de lectura larga (MNGS).

9.1. Monitoreo de la reactivacion viral (CMV, EBYV, BKV) mediante secuenciacion

cuantitativa

La reactivacion de virus latentes constituye una de las principales causas de morbilidad
y pérdida del injerto en el receptor de trasplante. Fisiopatologicamente, este evento es la
consecuencia de una claudicacién en la vigilancia efectora mediada por los linfocitos T
citotoxicos CD8+, inducida tanto por el condicionamiento mieloablativo como por el uso de
inhibidores de la calcineurina. Histéricamente, el monitoreo de virus como el Citomegalovirus
(CMV), el virus de Epstein-Barr (EBV) y el virus BK (BKV) se ha realizado mediante la
reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) dirigida a dianas especificas. No
obstante, como argumentan (Martin-Loeches et al., 2025) y (J. Zhao et al., 2025), la g°PCR
presenta limitaciones ante la emergencia de variantes con mutaciones en las regiones de unién
de los cebadores y no permite detectar la reactivacion simultanea de multiples familias virales

no previstas en el panel.

La mecanica de la secuenciacion metagenoémica cuantitativa aplicada al viroma
plasmatico permite superar estas restricciones mediante el interrogatorio agnostico del ADN
microbiano libre de células (ccfDNA). Segun detallan (Nielsen et al., 2025) y (Hao et al.,
2023), el uso de biosensores de nanoporos facilita la captura de fragmentos gendmicos virales
que circulan en el plasma como resultado de la lisis celular inducida por la replicacion litica.

Al normalizar el conteo de lecturas virales mediante el uso de estandares internos de ADN de
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cadena sencilla ("spike-ins™), la bioinformatica clinica puede transformar abundancias relativas
en concentraciones absolutas medidas en equivalentes genémicos por microlitro (GPM). Esta
capacidad de metrologia molecular es vital para discernir entre una "viremia de bajo nivel"
transitoria y una reactivacion patogénica progresiva que precede a la invasion de 6rganos diana,

como la neumonitis por CMV o la nefropatia asociada a BKV (Nielsen et al., 2025).

La relevancia clinica de esta monitorizacion metagendmica reside en su capacidad para
anticipar eventos de coinfeccion oportunista. (Yin, s.f.)) demuestran que, en pacientes
inmunocomprometidos con fiebre de origen desconocido, la mMNGS de plasma permitié
identificar coinfecciones virales complejas incluyendo reactivaciones concomitantes de CMV
y virus del herpes humano 6 (HHV-6) que los paneles de PCR especificos omitieron. Ademas,
la secuenciacion de lectura larga facilita la deteccion de mutaciones estructurales en los genes
UL97y UL54, responsables de la resistencia a ganciclovir y foscarnet, proporcionando un perfil
de susceptibilidad genotipica en el mismo proceso diagnostico (Yin, s. f.). Esta orquestacion
molecular dota al clinico de una "biopsia liquida del viroma™ que permite ajustar de forma
dindmica la intensidad de la inmunosupresion y la terapia antiviral preventiva antes de la

manifestacion de dafio tisular irreversible (Struelens et al., 2024).
9.2. Identificacion de patégenos oportunistas en el receptor de trasplante de 6rgano so6lido

El receptor de trasplante de o6rgano solido (SOT) atraviesa fases criticas de
vulnerabilidad inmunolégica donde el riesgo de infeccion evoluciona desde patégenos
hospitalarios precoces hacia oportunistas tardios como Pneumocystis jirovecii, micobacterias
no tuberculosas y hongos filamentosos. La biofisica de estas infecciones a menudo implica un
secuestro tisular que dificulta el diagndstico mediante hemocultivos tradicionales. Segun
analizan (M. Zhao et al., 2024) y (Meng et al., 2025), la aplicacion de la mNGS en muestras
de lavado broncoalveolar (BALF) y fluidos de sitios estériles ha revolucionado la identificacion
etioldgica en pacientes con trasplante pulmonar o renal que presentan cuadros respiratorios

SEeveros.

La mecénica analitica de la identificacion de oportunistas se apoya en la optimizacion
de los protocolos de lisis diferencial. Como exponen (Q. Zhang et al., 2023) y (Terrones-
Campos et al., 2026), microorganismos con paredes celulares complejas, como los mohos
invasores (Aspergillus spp., Mucorales) y las micobacterias, exigen una homogeneizacion
mecanica vigorosa con microesferas de circonio para liberar sus polimeros nucleotidicos. Una

vez liberados, la secuenciacion de lectura larga permite atravesar regiones gendmicas altamente
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repetitivas, facilitando una discriminacion taxonomica exacta a nivel de especie que trasciende
las capacidades de la PCR convencional. En el estudio multicéntrico de (W. Zhao et al., 2025),
el uso de mNGS en pacientes inmunocomprometidos incrementd la tasa de deteccion de
patdgenos oportunistas en un 31% frente a los métodos convencionales, permitiendo la
identificacion de infecciones mixtas donde coexistian bacterias multirresistentes y hongos

dimorficos raras (Meng et al., 2025).

La relevancia de este impacto se observa en la capacidad de realizar una desescalada o
escalada terapéutica dirigida. (Yin, s. f.) subrayan que el diagnostico metagendémico temprano
facilitd el ajuste del tratamiento en el 41.5% de los pacientes SOT evaluados. Por ejemplo, la
deteccidén precoz de transcritos de Pneumocystis jirovecii en plasma mediante cfDNA
metagenomico permitid iniciar el tratamiento con trimetoprima-sulfametoxazol semanas antes
de que la carga fungica fuera detectable en esputo o biopsia (Yin, s. f.). Asimismo, la
integracion de marcos de inteligencia artificial para filtrar el ADN ambiental y el "kit-oma"
asegura que la deteccidén de microorganismos de baja patogenicidad sea interpretada bajo un
rigor doctoral que prevenga el sobretratamiento iatrogenico (Nielsen et al., 2025). En Gltima
instancia, la mMNGS se consolida como la herramienta centinela definitiva para la preservacion
de la viabilidad del érgano trasplantado frente a la agresion bioldgica oportunista (Martin-
Loeches et al., 2025).

9.3. Metagenomica en el trasplante de progenitores hematopoyéticos

El trasplante de progenitores hematopoyéticos (HSCT) representa la maxima expresion
de la fragilidad bioldgica, donde la ablacion medular y la posterior reconstitucion inmune
ocurren en paralelo a cambios drasticos en la arquitectura de la microbiota residente. La
relacion biofisica entre la diversidad del microbioma intestinal y la patogénesis de la
enfermedad de injerto contra huésped (GvHD) ha emergido como un area de investigacion
critica. Como bien analizan (Martin-Loeches et al., 2025) y (Alcock et al., 2023), la pérdida de
diversidad microbiana especificamente la deplesion de bacterias productoras de butirato de la
familia Lachnospiraceae correlaciona con un incremento de la permeabilidad intestinal y la

activacion de sefiales proinflamatorias que exacerban la GvHD.

Tabla 10

Aplicaciones de la metagenomica en el trasplante de progenitores hematopoyéticos

Area de Qué se analiza Aporte de la Relevanciaen el TPH
aplicacién metagendémica
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Deteccion de ADN o0 ARN de Permite investigar Puede ampliar el
infecciones bacterias, virus, hongos  multiples agentes diagnostico cuando las
y otros simultdneamente. pruebas convencionales
microorganismos. no identifican el agente
causal.
Infecciones Microorganismos Facilita una busqueda  Resulta relevante durante

oportunistas

asociados con
inmunosupresion.

no limitada a un Gnico
patogeno.

periodos de
inmunosupresion intensa.

Reactivacion
viral

Material genético de
virus potencialmente
relevantes después del
trasplante.

Permite monitorizar
sefiales virales dentro
de una estrategia
molecular.

Puede complementar las
pruebas dirigidas de
vigilancia viral.

Microbiota Composicién y Permite caracterizar Ayuda a estudiar las

intestinal diversidad de comunidades modificaciones de la
microorganismos microbianas completas. microbiota durante el
intestinales. tratamiento y

recuperacion.

Disbiosis Alteraciones en la Permite identificar Puede relacionarse con
composicion y cambios en diversidad  complicaciones asociadas
equilibrio de la y abundancia relativa.  al trasplante y al
comunidad microbiana. tratamiento.

Resistencia Genes asociados con Permite detectar Puede apoyar la vigilancia

antimicrobiana

mecanismos de

determinantes

de resistencia en pacientes

resistencia. genéticos con alta exposicion a
potencialmente antimicrobianos.
relevantes.

Carga Cantidad relativa de La profundidad de Permite realizar

microbiana secuencias asociadas lectura puede aportar seguimiento de cambios
con microorganismos. informacion sobre en el perfil microbiano,

abundancia. siempre con adecuada
normalizacion.

Respuesta del Expresion de genes Puede combinarse con  Permite estudiar

huésped relacionados con analisis conjuntamente

inflamacion e transcriptomica. microorganismo y

inmunidad. respuesta inmunitaria.

Seguimiento Variaciones del Permite comparar Facilita la observacion de

longitudinal microbioma y del perfil  muestras obtenidas en  cambios antes, durante y
infeccioso a lo largo del  diferentes momentos. después de determinadas
tiempo. complicaciones.

Diagnostico Diferentes Permite realizar una Puede ser util en cuadros

diferencial microorganismos busqueda amplia en complejos o de etiologia
potencialmente una sola plataforma. incierta.

responsables de un

cuadro clinico.

Nanopore Secuencias largas Ofrece anélisis rdpido  Puede favorecer una
generadas mediante y datos potencialmente  respuesta diagnostica mas
lectura de moléculas disponibles en tiempo  oportuna.
individuales. real.

Integracion Datos gendmicos junto  Convierte la Reduce el riesgo de

clinica con sintomas, informacion molecular  interpretar de forma
laboratorio e imdgenes.  en evidencia aislada una deteccion

contextualizada.

microbiana.

Nota: Elaboracidn propia a partir de (Govender et al., 2025),
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La metagendmica tiene una importancia fundamental en el trasplante de células madre
hematopoyéticas, dado que el paciente experimenta un cambio significativo en su microbioma
y en su habilidad para combatir infecciones. Esto establece un escenario en el que una sefal
molecular puede ser interpretada de diversas maneras dependiendo de la fase clinica. Durante
el procedimiento de trasplante, pueden presentarse modificaciones en la microbiota, la
aparicion de microorganismos que causan enfermedades, reactivaciones de virus y una

exposicion constante a medicamentos antimicrobianos.

Por esta razon, disponer de una herramienta capaz de analizar varios elementos
microbianos simultaneamente puede enriquecer mucho el diagndstico convencional. Ademas,
la secuenciacién Nanopore proporciona la ventaja de producir informacion rapidamente y de
identificar secuencias largas. Por otro lado, el analisis bioinformético facilita la integracion de
la identificacion taxonémica, la cantidad, la cobertura y los factores genéticos relacionados con

la resistencia.

El verdadero valor clinico de esta informacion radica en su interpretacion cuidadosa, ya
que la deteccion de ADN o ARN microbiano no siempre refleja una infeccién activa; es clave
diferenciarlo de la colonizacion, la contaminacion o el material genético que queda de procesos
previos. Por lo tanto, el método mas efectivo es combinar el perfil metagendmico con la
evolucion clinica del paciente, los hallazgos microbioldgicos, la respuesta del sistema
inmunoldgico y otros biomarcadores, creando asi una perspectiva continua del estado del

paciente.

La implementacion de la metagenémica shotgun de lectura larga en el HSCT permite
una monitorizacion longitudinal y dindmica de este ecosistema. A diferencia de la
secuenciacion del gen 16S rARN, que proporciona una resolucion taxonémica limitada, la
mMNGS de nanoporos facilita el mapeo funcional de las vias metabolicas de la microbiota. Tal
como postulan (Agustinho et al., 2024) y (Van Dijk et al., 2023), la reconstruccion de genomas
ensamblados desde metagenomas (MAGSs) permite identificar no solo quiénes estan presentes,
sino qué genes de virulencia y resistencia antimicrobiana estan portando las bacterias
comensales antes de su potencial translocacion sistémica. La deteccion de una dominancia de
Enterococcus faecium multirresistente o de variantes hipervirulentas de Klebsiella pneumoniae
en el reservorio fecal actia como un predictor de riesgo de bacteriemia durante la fase de

neutropenia profunda (Yin, s. f.).

Ademas, la metagendmica interviene en el diagnostico diferencial de la fiebre post-

trasplante. En pacientes HSCT, las manifestaciones clinicas de la GvHD intestinal y las
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infecciones por virus entéricos o patogenos fungicos son virtualmente indistinguibles. Segun
detallan (Yin, s. f.), la mNGS de plasma y heces permite resolver este dilema al identificar
simultdneamente la presencia de patgenos virales raros y una firma transcripcional del
hospedador indicativa de inflamacion alogénica mediada por células T. La deteccion de
marcadores de agotamiento celular leucocitario, como PD-1 o TIM-3, analizados por mNGS,
proporciona una evidencia molecular del grado de inmunotolerancia o paralisis inmune,
facilitando una intervencion inmunomodulador de precision (Martin-Loeches et al., 2025).
Esta orquestacion molecular es la que permitird que el HSCT transite hacia un modelo de
gestion integral, donde el genotipo microbiano y el transcriptoma inmunoldgico del paciente
guien la prevencién de las complicaciones letales del trasplante en el siglo XXI (Nielsen et al.,
2025).

9.4. Controversias actuales, analisis critico de la evidencia y perspectivas futuras

A pesar de la sofisticacion técnica, la adopcion sistémica de la metagendmica en el
paciente inmunocomprometido enfrenta controversias que condicionan su aplicabilidad
universal. El debate mas intenso se centra en la interpretacion de la "DNAemia basal" y el
riesgo de sobrediagndstico. Como analizan (Nielsen et al., 2025) y (Tian et al., 2026), la
ubicuidad de fragmentos de ADN microbiano circulante en individuos con barreras mucosas
dafadas frecuente tras la quimioterapia impone el reto de definir umbrales de positividad que
distingan la translocacion incidental de la infeccion invasiva. El analisis critico de la evidencia
sugiere que la significancia diagnostica de la mNGS debe ser adjudicada integrando
biomarcadores de severidad y la cuantificacion absoluta en GPM, asegurando que la
informacion gendmica no derive en un uso inapropiado de antifungicos de alto coste (Nielsen
et al., 2025).

Otra controversia fundamental reside en la opacidad de los modelos de inteligencia
artificial utilizados para el llamado de taxones y la prediccion de resistencia. (Goktas &
Grzybowski, 2025) y (Kardjadj, 2025) advierten que el clinico recibe a menudo resultados
procesados por "cajas negras" algoritmicas sin visibilidad sobre las métricas de confianza
subyacentes. Es imperativo transitar hacia una IA explicable (XAI) que proporcione una
trazabilidad absoluta, permitiendo que el juicio doctoral valide la plausibilidad bioldgica de los
hallazgos metagendémicos. Ademas, la estandarizacion de controles negativos para neutralizar
el "kit-oma" es un requisito biofisico indispensable para garantizar la veracidad analitica en

muestras de baja biomasa (Nielsen et al., 2025).
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Las perspectivas futuras se vislumbran en la convergencia de la metagendmica con la
protedmica de nanoporos y la medicina personalizada. (Van Dijk et al., 2023) y (Haghayegh
et al., 2024) anticipan el desarrollo de biosensores portatiles "wearables" que realicen una
monitorizacién multimodal de la carga microbiana y la respuesta inmune directamente en la
piel o fluidos intersticiales, permitiendo una vigilancia gendmica ubicua y no invasiva.
Asimismo, el uso de modelos de lenguaje de proteinas (PLM) permitira identificar mecanismos
de resistencia en patdgenos oportunistas emergentes basdndose en patrones estructurales
conservados, superando los limites del alineamiento por homologia (Manzoor et al., 2025). En
Gltima instancia, la integracion de marcos regulatorios como el EU Al Act asegurara que la
innovacion biotecnolodgica se traduzca en una reduccién sistémica de la mortalidad y una
mejora en la calidad de vida de los pacientes inmunocomprometidos en la era de la medicina

genomica (Struelens et al., 2024).

En conclusion, la vigilancia gendémica en el trasplante y onco-hematologia representa
la culminacion de la integracion tecnoldgica entre la biofisica de poros, la computacion
avanzada y la infectologia de precision. Al resolver la cinética de la reactivacion viral, habilitar
la deteccion de oportunistas elusivos y mapear la dinamica de la microbiota en el HSCT, esta
tecnologia dota al clinico de una visién omnisciente. El desafio reside en la validacion clinica
universal y en la neutralizacién del ruido bioldgico para garantizar que cada bit de informacion
gendmica sea un catalizador para la preservacion de la vida y la integridad del injerto en el

paciente critico (Nielsen et al., 2025).

La gestion clinica del paciente inmunocomprometido ya sea por la instauracion de
regimenes de quimioterapia mieloablativa, la terapia con células CAR-T o el estado de
inmunosupresién farmacologica tras el trasplante de érgano sélido (SOT) o de progenitores
hematopoyéticos (HSCT) representa el desafio mas complejo de la infectologia
contemporanea. En este escenario, el equilibrio entre la prevencion de la agresién microbiana
y la mitigacion de la toxicidad inmunoldgica es sumamente fragil. Como bien postulan (Martin-
Loeches et al., 2025), el concepto de "estado neto de inmunosupresion™ debe ser reevaluado
bajo una Optica molecular, integrando la cinética de la reconstitucion inmune con la
monitorizacion agnostica de patdgenos oportunistas que, bajo el amparo de la claudicacion
homeostatica del hospedador, emergen con virulencia inusitada (Martin-Loeches et al., 2025).
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9.5.Deteccion temprana de infecciones flingicas invasivas (Aspergilosis/Mucormicosis)

La arquitectura diagnostica de las infecciones flngicas invasivas (IFI),
predominantemente la aspergilosis pulmonar invasiva (IPA) y la mucormicosis, ha
experimentado una transicion desde la morfologia descriptiva hacia la resolucion genémica
profunda. Fisiopatoldgicamente, la invasion fungica en el paciente critico no neutropénico esta
orquestada por el uso prolongado de corticosteroides, los cuales, al suprimir la sefializacion del
complejo NF-xB y regular a la baja la produccién de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
inducen un perfil inmunoldgico Th2 sesgado que inhabilita la depuracién de conidias. Segun
el andlisis exhaustivo de (Terrones-Campos et al., 2026), esta paralisis inmunitaria permite que
el hongo transite desde la colonizacién saprofita hacia la angioinvasion sistémica, a menudo
precediendo a las manifestaciones radioldgicas clasicas como el "signo del halo”, que son

virtualmente inexistentes en poblaciones no neutropénicas (Terrones-Campos et al., 2026).

La biofisica de la deteccion metagendémica de hongos impone desafios técnicos
sustanciales debido a la integridad estructural de la pared celular fangica, compuesta por
polimeros densos de quitina y glucanos. Para solventar esta barrera, la bioinformatica clinica
de nanoporos se apoya en protocolos de lisis mecanica optimizados, como el protocolo C002
descrito por (Q. Zhang et al., 2023), que emplea homogeneizacion vigorosa con microesferas
de circonio para liberar el material nucleotidico secuestrado. Esta aproximacion permite que la
secuenciacion de lectura larga interrogue directamente el ADN microbiano libre de células
(ccfDNA) en plasma. Como bien argumentan (Nielsen et al., 2025) y (Yin, s. f.), la deteccion
de sefiales gendmicas fungicas en sangre mediante mMNGS ha demostrado una sensibilidad
diagnostica superior al galactomanano y al (1—3)-p-D-glucano, permitiendo identificar
especies de Aspergillus no-fumigatus y Mucorales en etapas preclinicas. La relevancia de esta
celeridad es vital, la instauracion de una terapia antifungica dirigida con isavuconazol o
anfotericina B liposomal basada en la carga genémica absoluta (GPM) reduce la mortalidad
sistémica al minimizar el dafio tisular irreversible y evitar el inicio tardio del tratamiento en
pacientes donde el cultivo tradicional presenta una latencia diagnostica inaceptable (Q. Zhang
et al., 2023).

9.5.1. Dindamica del microbioma intestinal como predictor de complicaciones infecciosas

El reservorio entérico bacteriano actia como el epicentro de la patogenia infecciosa en
el paciente inmunocomprometido, donde la pérdida de la integridad de la mucosay la reduccion

de la diversidad taxonémica preceden a los eventos de translocacion sistémica. La biofisica de
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esta dinamica intestinal esta marcada por el agotamiento de bacterias productoras de butirato,
como los géneros pertenecientes a la familia Lachnospiraceae, lo que deriva en un estado
proinflamatorio que exacerba el riesgo de enfermedad de injerto contra huésped (GvHD) tras
un trasplante de progenitores. Tal como analizan (Martin-Loeches etal., 2025), la
monitorizacion longitudinal de la microbiota mediante secuenciacion agnostica permite
identificar la dominancia de pathobiontes como Enterococcus faecium multirresistente o clones
hipervirulentos de Klebsiella pneumoniae antes de que estos se manifiesten como agentes

etiologicos de bacteriemias recurrentes (Maugeri et al., 2025).

La implementacion de la metagenomica shotgun en muestras fecales facilita la
reconstruccion de genomas ensamblados desde metagenomas (MAGS), permitiendo el mapeo
de plasmidos de resistencia que circulan de manera silente en el microbioma residente. Como
ilustran (Maugeri et al., 2025) en su estudio sobre colonizacion y diseminacion, la coincidencia
exacta de los replicantes plasmaticos entre los aislados rectales y los hemocultivos positivos
confirma que la microbiota intestinal es la biblioteca genética de la cual los patdgenos invasores
extraen sus determinantes de resistencia bajo presion antibiotica. Esta capacidad predictiva
molecular dota al clinico de una herramienta de vigilancia epidemioldgica personalizada,
permitiendo ajustar los protocolos de descolonizacién selectiva o profilaxis dirigida en funcién
de la arquitectura genomica del resistoma intestinal, anticipando asi el fallo terapéutico en fases

de neutropenia profunda (Struelens et al., 2024).
9.5.2. Impacto de la neutropenia febril en la composicion del metagenoma sanguineo

La neutropenia febril constituye la emergencia onco-hematoldgica por excelencia,
caracterizada por una "ceguera microbiolégica™ donde hasta el 60% de los episodios febriles
carecen de confirmacién etiologica por métodos de cultivo convencionales. La biofisica de la
sangre en el paciente neutropénico revela un paisaje metagenémico Unico, la reduccion dréstica
de la celularidad del hospedador facilita paraddjicamente una mayor recuperacion de
fragmentos gendmicos microbianos, incrementando la sensibilidad analitica de la
secuenciacion de nanoporos. Segun el estudio prospectivo de (Yin, s. f.), la aplicacion de
plasma mNGS en pacientes con neutropenia febril permitié una tasa de positividad del 65.2%,
identificando un espectro polimicrobiano de virus, bacterias fastidiosas y hongos que las

pruebas de cultivo y PCR especificas omitieron de manera sistemética (Yin, s. f.).

La mecanica de esta deteccion se fundamenta en la captura del ADN microbiano libre

de células circulante, el cual actia como un rastro biologico de la invasion tisular. (Nielsen
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et al., 2025) y (Govender et al., 2025) destacan que la mNGS de lectura larga permite resolver
casos de sepsis por patdgenos de baja biomasa, como Capnocytophaga canimorsus o bacterias
anaerobias, cuya viabilidad celular se ve comprometida por la profilaxis antimicrobiana previa.
La metrologia de esta "biopsia liquida" infecciosa exige la cuantificacion absoluta mediante
estandares internos, permitiendo al médico discernir si la sefial detectada es un reflejo de una
translocacion basal o una bacteriemia invasiva verdadera. Al integrar estos datos con
biomarcadores de severidad como el score SOFA, el clinico puede realizar una desescalada o
escalada antibiotica dirigida en un intervalo de 6 a 24 horas, optimizando la gestion de los
antimicrobianos de Gltimo recurso y reduciendo las complicaciones multiorganicas asociadas
a la exposicion prolongada a farmacos nefrotoxicos en esta poblacion vulnerable (Nielsen et al.,
2025).

9.5.3. Evaluacion de la inmunidad viral mediante perfiles de expresion de interferon

La culminacion de la vigilancia en el paciente trasplantado reside en la resolucion
simultanea de la carga viral y el estado de inmunidad efectora del hospedador. La reactivacion
de virus latentes, especificamente Citomegalovirus (CMV), virus de Epstein-Barr (EBV) y
virus BK, es el resultado directo de una claudicacion en la vigilancia mediada por linfocitos T.
No obstante, la cuantificacion de la viremia por gPCR a menudo es insuficiente para predecir
el dafio organico. La bioinformatica clinica propone el uso de la transcriptémica del hospedador
para interrogar la activacion de redes de co-expresién génica vinculadas a la respuesta de
interferdn tipo 1y Il. Como bien exponen (D. Lu et al., 2025), el sistema TriVerity facilita la
evaluacion de firmas de 29 mARN inmunolégicos que reflejan el estado de activacion celular

leucocitaria en tiempo real (D. Lu et al., 2025).

El mecanismo biofisico de este fenotipado inmunoldgico permite distinguir entre una
reactivacion viral benigna y una infeccién invasiva con respuesta inflamatoria deletérea. Segln
analizan (Martin-Loeches et al., 2025), la deteccién de marcadores de agotamiento de células
T, como PD-1, TIM-3 o LAG-3, analizados mediante secuenciacion de ARN nativo,
proporciona una métrica de alta resolucion sobre el grado de "inmunoparalisis" del paciente.
Una firma transcriptdmica dominada por sefiales de interferon gamma en presencia de una
viremia ascendente por CMV actua como un centinela de neumonitis inminente, exigiendo una
intervencion antiviral agresiva y un ajuste preventivo de la inmunosupresion. Esta orquestacién
molecular es la que permite que el manejo del paciente inmunocomprometido evolucione de
un modelo reactivo basado en sintomas hacia una medicina de precision donde el perfil de

expresion génica del paciente dicta la intensidad de la terapia inmunomodulador y antiviral,
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garantizando la preservacion del injerto y la supervivencia del paciente en la era genomica
(Nielsen et al., 2025).

En conclusion, la vigilancia gendmica y transcriptomica en el paciente
inmunocomprometido representa el cenit de la integracion tecnoldgica en la infectologia onco-
hematoldgica. Al habilitar la deteccion precoz de IFIs, mapear la dindmica de translocacion del
microbioma intestinal, resolver la complejidad etioldgica de la neutropenia febril y decodificar
la inmunidad viral mediante firmas de interferén, esta disciplina dota al clinico de una
inteligencia bioldgica absoluta. EI desafio futuro reside en la validacién universal de estos
modelos predictivos y en la democratizacion del acceso a biosensores de hanoporos para que
la informacion molecular de alta resolucion se traduzca en una mejora sistémica de los

desenlaces clinicos en la primera linea de la medicina de trasplantes (Nielsen et al., 2025).

La vulnerabilidad bioldgica intrinseca de los pacientes onco-hematolégicos y
receptores de trasplantes exige una redefinicion de los protocolos de monitorizacion infecciosa,
migrando desde la observacidn sintomatica reactiva hacia una vigilancia molecular proactiva.
El "estado neto de inmunosupresion”, un equilibrio dindmico entre la patologia de base y la
iatrogenia farmacoldgica, determina una susceptibilidad Unica a patégenos que, en hospederos
competentes, carecen de relevancia clinica (Martin-Loeches et al., 2025). Como bien
argumentan (Yin, s.f) y (Y. Zhao etal., 2024), la integracion de la secuenciacion
metagendémica shotgun (MNGS) permite resolver la latencia diagnostica impuesta por los
métodos de cultivo, facilitando una intervencion terapéutica que actue en las fases pre-clinicas

de la invasion tisular.
9.6. Vigilancia de brotes nosocomiales en unidades de oncologia mediante filogenética

La contencion de la transmision intrahospitalaria de patdgenos multirresistentes (MDR)
en unidades de cuidados intensivos oncoldgicos representa uno de los pilares de la seguridad
del paciente. Histéricamente, la epidemiologia hospitalaria se ha basado en técnicas de
tipificacion de baja resolucion, como la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) o el
tipificado de secuencias multilocus (MLST), las cuales a menudo fallan al distinguir entre
linajes bacterianos estrechamente relacionados. En este contexto, la vigilancia genémica en
tiempo real emerge como una herramienta disruptiva. Tal como analizan (Struelens et al.,
2024) y (S. Casimiro-Soriguer et al., 2025), el uso de secuenciacion de genoma completo
(WGS) permite una reconstruccion filogenética de alta resolucion, facilitando la identificacion

inequivoca de cadenas de transmision y eventos de transferencia horizontal de genes (HGT).
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La mecanica biofisica de esta vigilancia se apoya en la resolucién de variantes de
nucledtido Unico (SNPs). Segun detallan (Coll etal., 2024), la deteccion de un namero
marginal de SNPs entre dos aislados de Klebsiella pneumoniae o Acinetobacter baumannii
proporciona una evidencia definitiva de un ancestro comun reciente, validando la existencia de
un brote nosocomial en lugar de introducciones esporadicas e independientes. Esta capacidad
es vital en entornos oncoldgicos donde microorganismos como las enterobacterias productoras
de carbapenemasas (CPE) pueden colonizar silenciosamente a los pacientes. Como demuestran
(Maugeri et al., 2025) en su estudio sobre colonizacion y diseminacion, el uso de la
secuenciacion por nanoporos permite incluso monitorizar la dindmica de plasmidos de
resistencia como aquellos que portan los genes blakPC o blaNDM que circulan entre diferentes
especies bacterianas dentro de una misma unidad, un fendmeno invisible para los métodos

diagndsticos convencionales (Struelens et al., 2024).

La relevancia clinica de la filogendmica en oncologia reside en su impacto sobre la
mortalidad y la gestion de recursos. (Tian et al., 2026) y (Struelens et al., 2024) subrayan que
la identificacion temprana de un brote clonal permite la implementacion inmediata de medidas
de aislamiento y descolonizacion selectiva, evitando el cierre de salas enteras y reduciendo los
costes catastroficos asociados a las infecciones asociadas a la asistencia sanitaria (IAAS).
Ademas, la integracion de metadatos contextuales mediante especificaciones como PHA4GE
asegura gque la informacidn gendmica sea interpretable por los directores de epidemiologia para
orquestar una respuesta de salud publica coordinada y basada en la evidencia biometroldgica
de alta fidelidad (Struelens et al., 2024).

9.7. Personalizacion de la profilaxis antimicrobiana basada en el resistoma basal

El paradigma de la profilaxis antibidtica y antifungica universal en el paciente
neutropénico esta siendo cuestionado por la emergencia de la medicina de precision gendmica.
La administracién indiscriminada de fluoroquinolonas o azoles no solo altera la arquitectura
de la microbiota comensal, sino que ejerce una presion selectiva que favorece la expansion de
reservorios de genes de resistencia. La bioinformatica clinica contemporanea propone el uso
del mapeo del resistoma intestinal para guiar la seleccion del régimen profilactico. Como bien
exponen (Alcock et al., 2023) y (Manzoor et al., 2025), el uso de la Antibiotic Resistance
Ontology (ARO) y herramientas como RGI facilitan la identificacion de determinantes de

resistencia "ocultos" en el metagenoma fecal del paciente antes del inicio de la quimioterapia.
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La mecanica de esta personalizacion se fundamenta en la capacidad predictiva del
resistoma basal sobre el riesgo de bacteriemia futura. Segin analizan (Maugeri et al., 2025),
existe una correlacion bioldgica entre la presencia de genes de resistencia especificos en la
microbiota intestinal y la etiologia de los episodios febriles posteriores. Al detectar una
dominancia de pathobiontes portadores de bombas de eflujo sobre expresadas o mutaciones en
porinas (como OmpK36 en K. pneumoniae), el clinico puede desestimar la profilaxis estandar
y optar por una monitorizacion intensiva o una intervencion dirigida. Esta transicion hacia un
"fenotipo gendmico predictivo” permite minimizar la toxicidad sistémica y preservar la
diversidad taxondmica de la microbiota, un factor que (Martin-Loeches et al., 2025) identifican
como un protector critico frente a la enfermedad de injerto contra huésped (GvHD) en el

trasplante de progenitores (Alcock et al., 2023).

Ademas, el uso de modelos de aprendizaje automatico (ML) entrenados con bases de
datos como CARD permite predecir la Concentracion Inhibitoria Minima (CMI) in silico de
los microorganismos colonizantes. Tal como postulan (Manzoor et al., 2025) y (Bakir et al.,
2025), esta metrologia molecular permite ajustar las dosis profilacticas para superar umbrales
de resistencia de bajo nivel, optimizando la eficacia del farmaco y reduciendo el riesgo de fallo
terapéutico. En ultima instancia, la mNGS de lectura larga, al resolver la estructura completa
de los elementos genéticos mdviles (MGEs) que flanquean a los genes de resistencia,
proporciona una inteligencia bioldgica superior sobre el potencial de diseminacion sistémica,
permitiendo que la profilaxis evolucione de un protocolo de "talla Gnica™ hacia una gestion de
riesgos individualizada y dindmicamente ajustada (Manzoor et al., 2025).

9.7.1. Deteccion de Pneumocystis jirovecii y coinfecciones en pacientes con VIH

La neumonia por Pneumocystis jirovecii (PCP) continGa siendo una complicacion
definitoria de SIDA con alta mortalidad, caracterizada por la imposibilidad de cultivo del
patdégeno y una baja sensibilidad de la microscopia convencional. En este escenario, la mMNGS
de lectura larga ha demostrado ser una herramienta diagnostica superior. Como bien analizan
(R. Wang etal., 2024) y (Back etal., 2021), la secuenciacion metagendémica shotgun en
muestras de lavado broncoalveolar (BALF) presenta una sensibilidad superior al 95% para la
identificacion de P. jirovecii, superando incluso a la PCR cuantitativa especifica al capturar

lecturas de multiples loci genémicos simultaneamente.

La biofisica de esta deteccidon en el paciente con VIH exige considerar el paisaje

polimicrobiano. Es infrecuente que la PCP se presente de manera aislada; por el contrario, la
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mNGS facilita la identificacion de coinfecciones virales y bacterianas que los métodos
tradicionales omiten. Segun detallan (Yin, s. f.) y (Feijoo et al., s. f.), el uso de biosensores de
nanoporos permite detectar la reactivacion concomitante de virus oportunistas como el
Citomegalovirus (CMV), el virus de Epstein-Barr (EBV) o virus de la familia Herpesviridae
(como HHV-6), los cuales acttan como cofactores en la progresion del dafio pulmonar. La
captura de &cidos nucleicos de micobacterias no tuberculosas y hongos dimorficos raras en la
misma corrida de secuenciacion dota al clinico de una vision omnisciente de la patogenia
respiratoria, facilitando un régimen antimicrobiano multimodal que aborde todos los

componentes del ecosistema infeccioso (Yin, s. f.).

La relevancia clinica de este abordaje metagenomico reside en la capacidad de
estratificar el riesgo mediante la cuantificacion absoluta. (Nielsen et al., 2025) y (Milburn et al.,
2024) subrayan la importancia de utilizar estandares internos (“'spike-ins") para medir la carga
microbiana en equivalentes gendmicos por microlitro (GPM). Esta metrologia es fundamental
para distinguir entre la colonizacion pulmonar de bajo nivel por P. jirovecii y una neumonia
invasiva activa que requiera altas dosis de trimetoprima-sulfametoxazol y corticosteroides.
Ademas, la mNGS de lectura larga permite detectar mutaciones estructurales en el gen de la
dihidropteroato sintasa (DHPS), determinantes de la resistencia a las sulfas, proporcionando
informacidn prondstica critica sobre la trayectoria del paciente antes de la manifestacion de

hipoxemia refractaria (Nielsen et al., 2025).
9.7.2. Controversias actuales, andlisis critico de la evidencia y perspectivas futuras

A pesar del refinamiento tecnolégico de la secuenciacion de nanoporos, su adopcién
sistémica enfrenta dilemas epistemoldgicos que condicionan su aplicabilidad universal. El
debate mas intenso se centra en el fendmeno del "kit-oma" y la contaminacién ambiental. Como
analizan (Albitar et al., 2023) y (Nielsen et al., 2025), la sensibilidad extrema a nivel de
molécula Unica puede capturar sefiales gendmicas residentes en los reactivos de laboratorio,
induciendo falsos diagndsticos en muestras de baja biomasa microbiana. El andlisis critico de
la evidencia sugiere que un resultado positivo por mNGS debe ser validado mediante umbrales
de rigor biometrologico, como un ratio de lecturas por millén (RPM) diez veces superior al
control negativo, asegurando que la deteccion sea un reflejo de una invasion bioldgica

verdadera y no un artefacto técnico (Nielsen et al., 2025).

Otra controversia fundamental reside en la interpretabilidad de los modelos de

inteligencia artificial utilizados para el diagnostico y la prediccién de resistencia. (Goktas &
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Grzybowski, 2025) y (Kardjadj, 2025) advierten sobre el riesgo de las "cajas negras"
algoritmicas, donde las decisiones terapéuticas se basan en puntuaciones de confianza cuya
I6gica interna es opaca para el facultativo. Es imperativo transitar hacia una IA explicable
(XAI) que proporcione una trazabilidad absoluta del proceso de inferencia y que esté validada
en ensayos clinicos aleatorizados multicéntricos. La evidencia actual, aunque robusta en
términos de sensibilidad diagnostica, todavia requiere estudios de impacto de gran escala que
demuestren una reduccion inequivoca de la mortalidad por todas las causas en pacientes

oncolégicos criticamente enfermos (Struelens et al., 2024).

Las perspectivas futuras se vislumbran en la convergencia de la metagendmica con la
proteémica de nanoporos y los biosensores "wearables”. (Van Dijk et al., 2023) y (Haghayegh
et al., 2024) anticipan el desarrollo de dispositivos portatiles integrados sobre chips CMOS que
realicen una monitorizacion continua de la carga genémica microbiana y la respuesta inmune
del paciente directamente en el fluido intersticial. Asimismo, el uso de modelos de lenguaje de
proteinas (PLM) permitira identificar mecanismos de resistencia emergentes basandose en
patrones estructurales conservados, superando las limitaciones del alineamiento por homologia
convencional (Manzoor et al., 2025). En ultima instancia, la estandarizacién de marcos
regulatorios globales, como el EU Al Act, asegurara que la innovacién biotecnolégica se
traduzca en una medicina de precision equitativa, segura y cientificamente irreprochable para

el manejo del paciente inmunocomprometido en el siglo XXI (Struelens et al., 2024).

En conclusion, la vigilancia gendémica en el trasplante y onco-hematologia representa
la culminacion de la integraciéon tecnoldgica entre la biofisica de poros, la computacion
avanzada y la infectologia de precision. Al resolver la epidemiologia de los brotes
nosocomiales, personalizar la profilaxis basada en el resistoma y habilitar la deteccién
exhaustiva de coinfecciones en pacientes con VIH, esta disciplina dota al clinico de una
inteligencia bioldgica total. El desafio reside en la validacion clinica universal y en la
neutralizacién del ruido bioldgico para garantizar que cada bit de informacién gendémica se
traduzca en una preservacion de la vida y la integridad del injerto en el paciente critico (Nielsen
et al., 2025).

La transicion hacia una medicina de precision en el manejo de las enfermedades
infecciosas criticas demanda una reestructuracion profunda de las unidades de cuidados
intensivos y los laboratorios de microbiologia. Como bien postulan (Kurnat-Thoma, 2024), la
sinergia entre el diagnostic stewardship (gestion diagnostica) y el antimicrobial stewardship

(PROA) constituye el eje gravitacional sobre el cual orbita la reduccion de la morbi-mortalidad
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asociada a la sepsis. En esta nueva era, denominada PROA 2.0, la secuenciacion metagenémica
shotgun de nanoporos (MNGS) no se percibe simplemente como una adicion tecnoldgica, sino
como el motor biometrolégico que permite disolver la latencia diagnostica impuesta por el
cultivo convencional (Nielsen et al., 2025).
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Capitulo X

Integracion de la Metagenomica en los Programas de Optimizacion de

Antimicrobianos (PROA)

La metamorfosis del microbidlogo clinico, de un analista centrado en la observacion de
la morfologia celular y el crecimiento en medios sintéticos a un consultor de alta complejidad
en datos gendmicos, representa un cambio ontoldgico en la medicina hospitalaria.
Historicamente, el rol del microbidlogo se limitaba a la validacion cualitativa del crecimiento
microbiano; sin embargo, en el paradigma actual, este profesional debe actuar como el
traductor de la complejidad bioinformatica hacia el pie de cama del paciente critico. Como
analizan (Alcock et al., 2023) y (Struelens et al., 2024), este nuevo rol exige el dominio de la
Antibiotic Resistance Ontology (ARO), un marco jerarquico que permite normalizar los
hallazgos metagendmicos y transformarlos en perfiles de resistencia predictivos que el clinico

pueda interpretar de manera univoca (Struelens et al., 2024).

La mecéanica de esta consultoria gendmica se apoya en el uso de plataformas como el
Resistance Gene Identifier (RGI) y el Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD).
Segun detallan (Alcock et al., 2023) y (Govender et al., 2025), el consultor de datos genémicos
debe ser capaz de discernir entre hits de alineamiento "perfectos” o "estrictos" frente a los
"nudged"”, los cuales aumentan la sensibilidad de deteccién en muestras de baja biomasa, como
la sangre o el liquido cefalorraquideo, pero requieren una validacion experta para evitar el
sobrediagnostico. La relevancia clinica de esta funcion es inmediata, el microbiélogo ya no
entrega un informe estatico, sino un archivo dindmico de resistoma donde la deteccion de
mecanismos de eflujo, como el sistema AcrAB-TolC, o mutaciones en porinas de membrana
externa, es contextualizada dentro de la probabilidad de éxito de la terapia dirigida (Govender
et al., 2025).

Ademas, como argumentan (Hao et al., 2023) y (Pinzauti et al., 2025), el microbiélogo-
consultor integra la vigilancia genémica en tiempo real con la epidemiologia local del hospital.
Mediante la monitorizacion longitudinal de variantes estructurales y elementos genéticos
moviles (MGEs) detectados por secuenciacion de lectura larga, este profesional puede
identificar la circulacion de plasmidos de carbapenemasas como los portadores de blaNDM-1
entre diferentes especies bacterianas dentro de una misma unidad de cuidados intensivos. Esta
orquestacién molecular es la que permite que el PROA 2.0 trascienda el control reactivo del

uso de antibioticos para consolidarse como un sistema de inteligencia bioldgica que anticipa el
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fallo terapéutico y la diseminacion de clones hipervirulentos antes de que el cultivo tradicional

proporcione una sefial positiva (Struelens et al., 2024).
10.1. Algoritmos de decision para la transicion de terapia empirica a dirigida

La optimizacion de la transicion desde una antibioticoterapia empirica de amplio
espectro hacia un régimen dirigido constituye el principal desafio bioldgico y logistico en el
manejo de la sepsis grave. Como bien exponen (Pinzauti et al., 2025) y (Govender et al., 2025),
el uso de flujos de trabajo asistidos por NGS, como el protocolo PISTE, ha demostrado niveles
de concordancia diagnostica superiores al 90% para los principales patdgenos de la sepsis en
comparacion con el estandar de oro del cultivo. La mecéanica biofisica de esta transicion se
fundamenta en el acortamiento drastico del Time-to-Result (TTR); mientras que el cultivo
convencional impone una espera de 48 a 72 horas para un perfil de susceptibilidad completo,
la MNGS de nanoporos proporciona la identidad taxondmica y el resistoma funcional en un

intervalo de 3 a 6 horas tras la recoleccion de la muestra (Govender et al., 2025).

La implementacion de algoritmos de decision basados en metagendmica directa de
fluidos estériles permite una reingenieria de la reanimacion infecciosa. Tal como analizan
(Nielsen et al., 2025) y (Adusumalli, 2022), el algoritmo comienza con la cuantificacion
absoluta de la carga microbiana mediante genome-equivalentes por microlitro (GPM). Un
umbral >10 RPM (lecturas por millén) en presencia de una firma genotipica de carbapenemasa
como blaKPC o blaOXA-48 activa una alerta inmediata para la escalada terapéutica hacia
regimenes de Gltimo recurso como ceftazidima-avibactam. Por el contrario, la ausencia de
genes de resistencia determinantes en una muestra con cobertura genémica representativa
faculta al intensivista para realizar una desescalada segura, retirando antibidticos innecesarios

y mitigando el dafio colateral sobre la microbiota residente (Nielsen et al., 2025).

La relevancia clinica de estos algoritmos es particularmente notable en pacientes con
cultivos negativos que, no obstante, presentan una claudicacion orgénica manifiesta evaluada
por el score SOFA. (Liborio et al., 2024) subrayan que hasta un 40% de los pacientes en la UCI
reciben antimicrobianos sin confirmacion microbiolégica. El algoritmo de decision molecular
rompe este punto ciego al capturar fragmentos de ADN microbiano libre de células (ccfDNA)
que circulan tras la neutralizacion bacteriana por antibidticos previos o por la respuesta
inmunitaria innata. Al integrar la metrologia del patdgeno con biomarcadores del hospedador
como las firmas de expresion génica de 29 mARN del panel TriVerity, el clinico puede

discernir con una especificidad del 95% si la persistencia de la inflamacién sistémica es de
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origen infeccioso o si constituye una respuesta inflamatoria estéril post-insulto, optimizando

asi el uso de recursos y reduciendo la estancia hospitalaria inefectiva (Nielsen et al., 2025).

10.2. Reduccion del uso de antibidticos de amplio espectro mediante diagnéstico rapido

del resistoma

La contencion de la presion selectiva ejercida por los carbapenémicos y las
cefalosporinas de Gltima generacidén es un imperativo ético y bioldgico para preservar la
eficacia de los antimicrobianos. El diagnostico rapido del resistoma mediante mNGS profunda
acttia como el principal agente des-presurizador en la UCI. Como sefialan (Meng et al., 2025)
y (Yin, s. f.), la identificacion temprana de la ausencia de mecanismos de resistencia permite
el ajuste del tratamiento en el 41.5% de los casos en pacientes inmunocomprometidos,
facilitando una desescalada dirigida hacia agentes de espectro reducido en las primeras 24 horas
del episodio febril (Yin, s. f.).

La mecéanica de esta reduccion del consumo antibidtico se apoya en la precision
predictiva de la CMI in silico. Segun el anélisis doctoral de (Hao et al., 2023) y (Alcock et al.,
2023), la integracion de modelos de aprendizaje automatico entrenados con vastos conjuntos
de datos genotipo-fenotipo permite no solo identificar el gen de resistencia, sino predecir el
nivel de susceptibilidad real del microorganismo. Esta capacidad de realizar un "antibiograma
gendmico" en tiempo real desplaza el dogma del tratamiento empirico masivo. La relevancia
clinica es inmediata, la deteccion precoz de la sensibilidad a la piperacilina-tazobactam en una
sepsis por Pseudomonas aeruginosa detectada a 94 GPM permite evitar el uso prolongado de
meropenem, reduciendo la incidencia de fallo renal agudo iatrogénico y previniendo la
emergencia de infecciones secundarias por mohos oportunistas cuya invasion es favorecida por

la paralisis inmunitaria inducida por el sobre-tratamiento (Nielsen et al., 2025).

Desde la perspectiva de la gestion econdmica sistémica, la inversion en metagendmica
shotgun se compensa mediante la reduccion de las estancias hospitalarias prolongadas. (Tian
etal., 2026) y (Q. Zhang et al., 2023) demuestran que el ahorro generado por evitar menos de
48 horas de hospitalizacion inefectiva en la UCI absorbe completamente el coste de la
secuenciacion de nanoporos. En ultima instancia, la integracion de la mMNGS en los programas
PROA 2.0 no debe evaluarse solo bajo la métrica del coste por test, sino como una herramienta
de alto valor clinico que maximiza la certidumbre diagnostica inicial. Esta transicion hacia una
metrologia genémica ubicua garantiza que la administracion de antimicrobianos sea dictada

por la realidad bioldgica de la infeccién y no por la latencia del laboratorio tradicional,
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consolidando a la metagendmica como la piedra angular de la seguridad del paciente y la

sostenibilidad de los sistemas de salud modernos (Nielsen et al., 2025).

En conclusion, la integracion de la metagenémica en los programas PROA representa
la culminacion de la reingenieria clinica de la infectologia del siglo XXI. Al empoderar al
microbiélogo como consultor de datos gendmicos, instaurar algoritmos de decision basados en
la metrologia molecular y reducir sist¢tmicamente la dependencia de los antibioticos de amplio
espectro, esta disciplina dota al intensivista de una inteligencia bioldgica total. El desafio
inmediato reside en la democratizacion del acceso a estos biosensores y en la validacién
universal de los umbrales de significancia clinica, asegurando que cada bit de informacién
gendmica se traduzca en una vida salvada en la primera linea de los cuidados criticos (Nielsen
et al., 2025).

La evolucion de los flujos de trabajo en la medicina critica exige una transicion desde
los modelos de optimizacion de antimicrobianos reactivos hacia una arquitectura de
inteligencia bioldgica proactiva, denominada PROA 2.0. Como bien postulan (Hao et al., 2023)
y (Nielsen et al., 2025), la eficacia de la gestion de farmacos en la sepsis no reside Unicamente
en la seleccion del compuesto, sino en la precision de la metrologia molecular que sustenta la
decision clinica. La integracion de la secuenciacion metagendmica shotgun de nanoporos
(mNGS) permite disolver la dicotomia tradicional entre el diagnostico microbiolédgico y la
administracion de la terapia, instaurando un sistema de vigilancia gendmica que interroga, en
tiempo real, el flujo de &cidos nucleicos del agresor y la respuesta inmunoldgica del hospedador
(Nielsen et al., 2025).

10.3. Uso de la mNGS para la gestion de la duracion de los tratamientos

La determinacion de la duracion éptima de la terapia antimicrobiana ha sido,
histéricamente, un ejercicio de empirismo basado en consensos temporales arbitrarios
generalmente ciclos de 7 a 14 dias que no capturan la heterogeneidad de la resolucion biolégica
individual. La bioinformatica clinica aplicada al ADN microbiano libre de células (cfDNA)
propone una reingenieria de este paradigma mediante la monitorizacién de la cinética de
depuracién nucleotidica. Segin analizan (Nielsen et al., 2025), el cfDNA microbiano circula
en el compartimento plasméatico como una huella molecular de la biomasa invasora,
persistiendo incluso después de que los microorganismos hayan perdido su capacidad de

replicacion celular bajo la presion de antibioticos bactericidas.
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Tabla 11

Aplicacion de la mNGS en la gestion de la duracion de los tratamientos

Etapa Informacion obtenida Interpretacion Posible utilidad en la
mediante mMNGS gestion terapéutica

Diagnostico Identificacion de Permite establecer una Puede complementar las

inicial microorganismos hipotesis etiolégica pruebas convencionales

presentes en la muestra.

molecular.

para orientar el
tratamiento.

Caracterizacion

Identificacion

Permite conocer con

Puede aportar

del agente taxonémicay mayor detalle el informacién adicional
caracteristicas microorganismo para seleccionar o
genéticas. detectado. ajustar estrategias

terapéuticas.

Seguimiento Variacion de las Permite observar Puede complementar la

temprano lecturas y cobertura del  tendencias en la sefial evaluacion de respuesta
microorganismo entre  molecular. al tratamiento.
muestras.

Seguimiento Comparacion de Permite identificar Ayuda a contextualizar

longitudinal perfiles microbianos en  persistencia, disminucién la evolucion de una

diferentes momentos.

0 aparicion de nuevos
microorganismos.

infeccion compleja.

Persistencia
molecular

Deteccion continua de
ADN o ARN del
agente.

Puede indicar
persistencia de material
genético, pero no
necesariamente de
microorganismos
viables.

Requiere correlacion
con clinica y pruebas
adicionales antes de
prolongar el tratamiento.

Disminucién de
sefal

Reduccién de lecturas
o cobertura del
microorganismo.

Puede ser compatible con
disminucién de la carga
molecular.

Puede aportar evidencia
complementaria de
respuesta, sin constituir
por si sola criterio para
suspender tratamiento.

Reaparicién de
sefial

Incremento posterior de
lecturas previamente
disminuidas.

Puede sugerir
persistencia, recurrencia
0 nueva exposicion.

Puede justificar una
reevaluacion clinica y
microbioldgica.

Infeccién
polimicrobiana

Identificacion
simultanea de
diferentes
microorganismos.

Permite reconocer una
comunidad infecciosa
potencialmente
compleja.

Puede contribuir a
revisar la cobertura del
tratamiento.

Genes de Identificacion de Aporta informacion Puede apoyar la
resistencia determinantes sobre mecanismos necesidad de pruebas
genéticos asociados potenciales de fenotipicas y ajustes
con resistencia resistencia. terapéuticos.
antimicrobiana.
Correlacion Integracion de datos Permite determinar la Es indispensable para
clinica genémicos con relevancia clinica del tomar decisiones sobre
evolucion del paciente.  hallazgo molecular. continuidad o
modificacion del
tratamiento.
Decision Integracion de mNGS  Permite construir una Puede contribuir a

terapéutica

con cultivos,

evaluacion
multidimensional.

optimizar duracién y
espectro del tratamiento
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antibiograma y cuando la evidencia
biomarcadores. clinica lo respalda.

Nota: Elaboracion propia a partir de (Nielsen et al., 2025),

El uso de la mNGS para gestionar la duracion de los tratamientos marca un cambio
hacia una vigilancia molecular mas activa de las infecciones. Esto se debe a que permite
observar como cambia la sefal genética de los microorganismos a lo largo del tratamiento, en
lugar de limitarse a un analisis solo en el momento del diagnostico. Si se observa una reduccion
progresiva en las lecturas o en la cobertura de un microorganismo, esto puede indicar que su

representacion molecular esta disminuyendo.

Por otro lado, si hay persistencia o reaparicion, podria ser necesario investigar si se trata
de una infeccidon persistente, una recurrencia o una nueva adquisiciéon. Sin embargo, es
importante tener cuidado al interpretar estos resultados, ya que el ADN o ARN puede seguir
siendo detectable incluso después de que los microorganismos hayan perdido su viabilidad. Por

lo tanto, la persistencia molecular no siempre significa que haya un fracaso en el tratamiento.

La verdadera utilidad de la mNGS radica en complementar la informacién clinica y
microbiologica, ofreciendo una perspectiva a largo plazo que puede ayudar a determinar si la
evolucion observada es coherente con una respuesta positiva o si hay razones para reconsiderar
el enfoque. Asi, la mNGS no deberia ser un mecanismo automatico para alargar o suspender
tratamientos, sino mas bien una herramienta que apoye decisiones personalizadas, teniendo en
cuenta la evoluciéon clinica, los resultados microbiologicos, la susceptibilidad a

antimicrobianos y la evidencia molecular.

La mecanica de esta gestion se fundamenta en la cuantificacion absoluta de la carga
microbiana, medida en equivalentes gendmicos por microlitro (GPM). Tal como demuestran
(Tidbury etal., 2025) y (Nielsen etal., 2025), existe una correlacion bioldgica entre la
persistencia de sefiales genémicas elevadas y el riesgo de infecciones metastasicas o abscesos
ocultos. En este contexto, una reduccidn exponencial de los niveles de GPM acttia como un
biomarcador de "limpieza bioldgica", facultando al clinico para acortar la duracion del
tratamiento con una certidumbre técnica superior a la que ofrece la mera normalizacion de
biomarcadores proteicos como la proteina C reactiva (CRP) o la procalcitonina (PCT), cuya

cinética puede verse alterada por estados proinflamatorios no infecciosos (Nielsen et al., 2025).

La relevancia clinica de este enfoque es profunda para mitigar la toxicidad
farmacologica y la presion selectiva sobre el resistoma del paciente. (Yin, s. f.) y (Y. Zhao

etal., 2024) argumentan que la monitorizacion mediante mMNGS permite identificar el
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momento exacto en que la carga patogeénica ha sido neutralizada, facilitando la interrupcion
temprana de farmacos nefrotoxicos o de ultimo recurso. Esta capacidad de realizar una
"farmacodinamia molecular" en tiempo real desplaza el objetivo del tratamiento desde el
cumplimiento de un calendario cronol6gico hacia la restauracién documentada de la esterilidad
gendmica, optimizando los desenlaces clinicos y reduciendo la incidencia de infecciones

secundarias por pathobiontes oportunistas (Nielsen et al., 2025).
10.4. Integracion de los resultados de metagenomica en la historia clinica electréonica

La utilidad de la metagenémica shotgun en el punto de atencion (point-of-care) se ve
comprometida si los datos nucleotidicos no son integrados de manera interoperable en la
Historia Clinica Electronica (HCE). La gestion de la "Big Data" gendmica exige una
infraestructura informéatica que transforme archivos crudos (FASTQ) en representaciones
semanticas accionables para el intensivista. Como bien sefialan (Kardjadj, 2025) y (Goktas &
Grzybowski, 2025), la integracion de la HCE con algoritmos de aprendizaje automatico
permite correlacionar automaticamente la carga microbiana detectada con los registros de
tratamiento y las constantes vitales del paciente, creando un ecosistema de soporte a la decision
clinica (Clinic Decision Support Systems, CDSS).

La mecanica biofisica de esta integracion requiere la estandarizacion de metadatos
mediante marcos como el PHA4GE (Public Health Alliance for Genomic Epidemiology).
Segun detallan (Struelens et al., 2024) y (S. Casimiro-Soriguer et al., 2025), la inclusion de
informacion sobre el linaje filogenético, los mecanismos de resistencia detectados
normalizados mediante la Antibiotic Resistance Ontology (ARO) y los umbrales de
significancia (GPM/RPM) debe ser automatica para evitar errores de transcripcion manual. El
uso de biosensores portatiles conectados a la red hospitalaria facilita que el resultado de un
"antibiograma genémico™ sea visible en la HCE en menos de seis horas, permitiendo una

desescalada antibiética dirigida en el mismo turno asistencial (Struelens et al., 2024).

Ademas, la integracion en la HCE permite una vigilancia epidemioldgica hospitalaria
sin precedentes. Tal como analizan (Maugeri etal., 2025) y (Rannon et al., 2025), la
monitorizacién longitudinal de variantes estructurales y elementos genéticos moviles (MGES)
detectados por mNGS y almacenados en la HCE facilita la identificacion inmediata de brotes
clonales. Al mapear geograficamente la presencia de genes de carbapenemasas como blaNDM-

1 o blaOXA-48 dentro del plano hospitalario, el sistema puede alertar sobre cadenas de
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transmision silente entre pacientes aparentemente no relacionados, transformando la HCE de

un registro estatico a una herramienta activa de control de infecciones (Struelens et al., 2024).
10.5. Educacion médica continua: Interpretando informes de taxonomia agnostica

El cambio de paradigma hacia el diagndstico agndstico donde se interroga la totalidad
del paisaje microbiano sin objetivos prefijados impone un desafio educativo sustancial para la
clase médica. La interpretacion de informes de mNGS requiere que el clinico trascienda la
I6gica binaria del "positivo/negativo™ de la PCR convencional. Como argumentan (Coll et al.,
2024) y (Kurnat-Thoma, 2024), la educacion médica continua debe centrarse en la
comprension de conceptos como la profundidad de cobertura, el ratio de lecturas por millon
(RPM) vy la probabilidad de asignacion taxondmica, asegurando que la informacién genémica

sea interpretada bajo un rigor doctoral estricto.

El mecanismo analitico fundamental que los clinicos deben dominar es la
discriminacioén entre la patogenia invasora y el ruido gendémico basal. (Nielsen et al., 2025) y
(Albitar et al., 2023) subrayan que la extrema sensibilidad de los secuenciadores de hanoporos
captura fragmentos nucleotidicos de translocacion fisioldgica o contaminantes ambientales del
laboratorio (el "kit-oma"). Por ello, el clinico debe ser instruido en la adjudicacion diagndstica
basada en umbrales cuantitativos, un hallazgo se considera relevante si su RPM supera
significativamente al de los controles negativos y si se alinea con la firma transcriptomica del
hospedador (por ejemplo, firmas de interferon para virus o de respuesta inflamatoria aguda
para bacterias). Esta capacidad de "juicio genémico" es la que previene el sobrediagnostico y
garantiza que la mNGS no derive en un incremento injustificado del uso de antimicrobianos
(Nielsen et al., 2025).

Asimismo, la educacion debe abarcar la interpretacién de los determinantes de
resistencia "silentes” frente a los expresados. Tal como postulan (Alcock et al., 2023) y
(Manzoor et al., 2025), la deteccidn genotipica de un gen de resistencia debe contextualizarse
mediante modelos de prediccion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CMI) in silico. Los
programas de educacion médica deben formar a los facultativos en el uso de herramientas como
el Resistance Gene Identifier (RGI) para discernir entre mutaciones puntuales en genes diana
(como rpoB en micobacterias) y la presencia de bombas de eflujo inespecificas. Esta
alfabetizacion molecular es el componente indispensable para que la metagenomica clinica se
consolide como el nuevo estandar de oro en la gestion personalizada de las enfermedades
infecciosas (Milburn et al., 2024).
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10.5.1. Barreras institucionales para la adopcion de la mNGS en hospitales secundarios

A pesar de la robustez técnica de la secuenciacion de molécula Unica, su
implementacion en hospitales de segundo nivel enfrenta barreras estructurales que condicionan
la equidad en el acceso a la medicina de precisién. La principal limitacion biofisica y
economica es el elevado coste inicial de la infraestructura de secuenciacion y el procesamiento
computacional de alta intensidad. Como bien analizan (Milburn et al., 2024) y (Tian et al.,
2026), en entornos de recursos limitados o centros secundarios, la carencia de personal
especializado en bioinformatica clinica y la ausencia de flujos de trabajo validados localmente

actuan como cuellos de botella criticos (Milburn et al., 2024).

La mecéanica de estas barreras se observa en el fendmeno del "aislamiento tecnologico™.
Segun detallan (Goktas & Grzybowski, 2025) y (Kardjadj, 2025), los hospitales secundarios
suelen carecer de la conectividad necesaria para utilizar plataformas de andlisis en la nube
protegidas, lo que dificulta el manejo de los terabytes de informacion generados. Ademas, la
incertidumbre sobre el reembolso por parte de los sistemas de seguridad social para pruebas de
alto valor pero alto coste unitario desincentiva la inversién institucional. El analisis critico de
(Tian et al., 2026) sugiere que esta barrera econdmica es paraddjica, ya que la mNGS ahorra
costes sistémicos al reducir la estancia hospitalaria; no obstante, la contabilidad hospitalaria

fragmentada a menudo no visualiza este ahorro indirecto (Nielsen et al., 2025).

Para superar estas restricciones, se propone el modelo de "redes de vigilancia genémica
regional™. Tal como exponen (S. Casimiro-Soriguer et al., 2025) y (Struelens et al., 2024), la
centralizacion de la capacidad bioinformatica en nodos de referencia permite que hospitales
secundarios realicen la captura nucleotidica in situ mediante dispositivos portatiles de bajo
aporte (como el MinlON), delegando el procesamiento computacional complejo a centros de
excelencia. Esta orquestacion logistica, apoyada en marcos regulatorios globales como el EU
Al Act, garantiza que la innovacién biotecnoldgica alcance a toda la poblacion, mitigando el
riesgo de que la medicina gendmica se convierta en un privilegio de centros terciarios y
asegurando una respuesta coordinada frente a las amenazas infecciosas globales (Struelens
et al., 2024).

En conclusion, la integracion de la metagenomica en los programas PROA representa
la culminacion de la reingenieria clinica del cuidado critico. Al habilitar una gestion de la
duracion de tratamientos basada en la depuracion gendmica, automatizar la interoperabilidad
en la HCE, capacitar a los clinicos en la taxonomia agnéstica y proponer soluciones regionales

a las barreras institucionales, esta disciplina dota al sistema de salud de una inteligencia

147



bioldgica total. El desafio inmediato reside en la democratizacion del acceso a estos
biosensores nucleotidicos, garantizando que cada bit de informacion gendmica se traduzca en

una vida salvada en la primera linea de la infectologia del siglo XXI (Nielsen et al., 2025).

Laarquitectura de la medicina critica contemporanea atraviesa una transicion disruptiva
hacia lo que se ha denominado "Gestion de Antimicrobianos 2.0". Este nuevo paradigma no
solo busca racionalizar el uso de farmacos, sino que integra la inteligencia biolégica proactiva
mediante el uso de la secuenciacion metagendémica shotgun de nanoporos (MNGS). Como bien
argumentan (Nielsen et al., 2025) y (Kumar et al., 2024), la eficacia de los programas PROA
en la era gendmica depende de la disolucion de la latencia diagnostica, transformando la
microbiologia de una disciplina observacional de crecimiento celular en una metrologia
molecular dinamica y agnostica que interroga el flujo de acidos nucleicos en tiempo real
(Nielsen et al., 2025).

10.6. Modelos de reembolso y justificacion economica frente a la gerencia hospitalaria

La adopcion de tecnologias de secuenciacién de molécula Unica en la practica clinica
habitual choca frecuentemente con la barrera de la contabilidad hospitalaria fragmentada, que
a menudo prioriza el coste unitario del reactivo sobre el ahorro sistémico del episodio de
cuidado. Sin embargo, la justificacion econémica doctoral de la mNGS trasciende el balance
del laboratorio para centrarse en la reduccién del intervalo de hospitalizacién inefectiva. Segun
analizan (Tian et al., 2026) y (Yin, s. f.), laimplementacion de flujos de trabajo metagendmicos
permite un ajuste terapéutico dirigido en las primeras seis a doce horas, lo que correlaciona de
manera lineal con una disminucion de la estancia media en la Unidad de Cuidados Intensivos
(UCI) (Tian et al., 2026).

La mecanica biofisica de este ahorro se fundamenta en la prevencién de la claudicacion
orgénica acumulada. Tal como sefialan (Nielsen et al., 2025) y (Parhofer et al., 2026), existe
unarelacion inversa entre la rapidez de la identificacion genémica del patégeno y el incremento
del score SOFA. Al minimizar el tiempo de exposicion a una carga microbiana critica medida
en equivalentes gendmicos por microlitro (GPM), se reduce la incidencia de fallo renal agudo
inducido por farmacos nefrotoxicos de amplio espectro y se mitiga el riesgo de coinfecciones
oportunistas, cuya gestion clinica representa un coste catastrofico para el sistema sanitario
(Nielsen et al., 2025). Por lo tanto, los modelos de reembolso deben evolucionar hacia

esquemas de "pago por valor" (value-based healthcare), donde la inversion en biosensores de
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nanoporos sea compensada por la liberacién temprana de camas de criticos y la reduccién de

las tasas de readmision por complicaciones iatrogenicas (Goktas & Grzybowski, 2025).

Desde la perspectiva de la gestion gerencial, la justificacion econémica también reside
en el rol de la mNGS como centinela de la epidemiologia hospitalaria. Como bien exponen
(Struelens et al., 2024) y (S. Casimiro-Soriguer et al., 2025), la capacidad de identificar brotes
clonales silentes mediante vigilancia gendmica regional previene cierres de unidades y
diseminaciones comunitarias de patdgenos pan-resistentes. El anélisis economico doctoral
sugiere que el coste evitado de un solo brote de bacterias productoras de carbapenemasas (CPE)
detectado precozmente por mNGS absorbe el presupuesto anual de consumibles de

secuenciacion de un centro terciario (Struelens et al., 2024).
10.7. Impacto del diagnodstico molecular directo en la presion de seleccion de resistencias

La contencion de la crisis global de resistencia antimicrobiana (AMR) exige una
reingenieria de la presion selectiva en los ecosistemas hospitalarios. Historicamente, el uso de
carbapenémicos y glicopéptidos durante el periodo de "ceguera diagnostica” ha actuado como
un motor evolutivo para la emergencia de clones resistentes. La irrupcion del diagnéstico
molecular directo mediante mMNGS profunda ofrece una solucion bioldgica para racionalizar
esta presion. Al proporcionar el perfil del resistoma funcional de forma concomitante con la
identidad taxondmica, la mNGS faculta al clinico para realizar una desescalada antibiotica
dirigida con una certidumbre técnica superior a la que ofrece la mera estabilidad clinica
subjetiva. Como bien detallan (Pinzauti et al., 2025) y (Govender et al., 2025), la deteccion
temprana de la ausencia de genes determinantes de resistencia como blaNDM, blakKPC o
blaOXA-48 permite retirar regimenes de amplio espectro en menos de seis horas desde la

sospecha clinica (Govender et al., 2025).

La mecanica biofisica de este impacto reside en la preservacién de la arquitectura de la
microbiota comensal del paciente. (Yin, s. f.) y (M. Zhao et al., 2024) han demostrado que el
ajuste del tratamiento basado en datos metagendmicos ocurre en el 41.5% de los pacientes
inmunocomprometidos, permitiendo una transicién hacia agentes de espectro reducido que
minimizan la deplesién de bacterias productoras de butirato. Esta proteccion del microbioma
intestinal es vital para reducir los eventos de translocacion sistémica y prevenir la colonizacion
por pathobiontes hipervirulentos, rompiendo el ciclo de reinfeccion por patdgenos

multirresistentes que caracteriza al paciente critico de larga estancia (Yin, s. f.).
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Asimismo, el uso de modelos de aprendizaje automatico integrados con bases de datos
como el Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) permite predecir la
Concentracion Inhibitoria Minima (CMI) in silico de los microorganismos detectados. Tal
como postulan (Alcock et al., 2023) y (Manzoor et al., 2025), esta metrologia molecular
permite ajustar la dosis terapéutica para superar umbrales de resistencia de bajo nivel,
optimizando la eficacia farmacologica y reduciendo la probabilidad de seleccion de mutantes
resistentes bajo-dosificados. Esta capacidad de realizar una "farmacodinamia genémica" en
tiempo real posiciona a la mMNGS como la herramienta definitiva para la despresurizacion

ecologica de las unidades de cuidados intensivos (Nielsen et al., 2025).
10.8. Auditoria y feedback en tiempo real basados en datos genémicos de la planta

La eficacia de los programas PROA se ve multiplicada cuando el microbidlogo clinico
trasciende su rol analitico tradicional para consolidarse como un "Consultor de Datos
Genomicos" que proporciona feedback dinamico a pie de cama. La bioinformatica clinica de
nanoporos facilita la creacion de un flujo de informacién bidireccional entre el laboratorio y la
planta de hospitalizacion. Segun analizan (Alcock et al., 2023) y (Struelens et al., 2024), el uso
de la Antibiotic Resistance Ontology (ARO) permite normalizar los informes metagenémicos,
transformando sefiales nucleotidicas crudas en recomendaciones terapéuticas accionables que

el intensivista puede interpretar de manera univoca (Struelens et al., 2024).

La mecanica de esta auditoria gendmica se apoya en la monitorizacion longitudinal de
los elementos genéticos mdviles (MGEs) que circulan en la planta. Como demuestran (Maugeri
et al., 2025) y (Struelens et al., 2024), la secuenciacion de lectura larga permite rastrear la
transferencia horizontal de plasmidos de resistencia entre diferentes especies bacterianas dentro
de una misma unidad, un fendmeno que los métodos convencionales de tipificacion omiten
sistematicamente. Al detectar que un plasmido blaKPC-3 presente en un aislado de Klebsiella
pneumoniae ha translocado a una cepa de Escherichia coli en un paciente adyacente, el
consultor de datos gendémicos puede alertar al equipo de control de infecciones antes de que se

manifieste un brote clinico manifiesto (Maugeri et al., 2025).

La relevancia clinica de este feedback en tiempo real se observa en la personalizacion
de las guias de tratamiento empirico local. En lugar de basarse en antibiogramas acumulados
semestrales, el feedback gendémico permite ajustar los protocolos de la unidad en funcion del
resistoma circulante detectado en la Gltima semana. Esta agilidad analitica, integrada en la

Historia Clinica Electronica (HCE) mediante marcos de interoperabilidad como PHA4GE,
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asegura que la "auditoria biologica" sea una parte intrinseca de la reanimacién infecciosa,
optimizando la asignacién de recursos y maximizando la seguridad del paciente mediante una

vigilancia gendmica ubicua y de alta resolucion (Struelens et al., 2024).
10.9. Controversias actuales, analisis critico de la evidencia y perspectivas futuras

A pesar de la sofisticacion técnica de la secuenciacién de poros, la implementacion
sistémica de la mMNGS enfrenta dilemas epistemologicos que condicionan su validacion
diagnostica definitiva. La controversia mas acuciante se centra en la interpretacion de la
"DNAemia basal" y el ruido gendémico translocado. Como analizan (Nielsen et al., 2025) y
(Ciaparrone et al., 2024), la ubicuidad de fragmentos de ADN microbiano en la sangre de
individuos sanos impone el reto de definir umbrales de significancia clinica que no deriven en
un sobre-tratamiento. El analisis critico de la evidencia sugiere que un resultado positivo por
mNGS debe ser validado integrando biomarcadores de inflamacién del hospedador como las
firmas de 29 mARN del panel TriVerity y la cuantificacion absoluta en GPM, asegurando que
la deteccion sea un reflejo de una invasion bioldgica verdadera y no un artefacto de la ultra-

sensibilidad técnica (Nielsen et al., 2025).

Otra &rea de intenso debate es la opacidad de los algoritmos de inteligencia artificial
aplicados al diagndstico infeccioso. (Goktas & Grzybowski, 2025) y (Kardjadj, 2025) advierten
sobre el riesgo de las "cajas negras” en el llamado de taxones y la prediccion de resistencia,
donde el facultativo recibe una adjudicacion diagnostica sin visibilidad sobre la métrica de
confianza subyacente. Es imperativo transitar hacia una 1A explicable (XAl) que proporcione
una trazabilidad absoluta del proceso de inferencia y que esté validada en ensayos clinicos
aleatorizados multiescéntricos. Ademas, el fendmeno del "kit-oma" contaminacion ambiental
por ADN residente en reactivos exige el uso de controles negativos rigurosos y algoritmos de
deplesion digital para garantizar la veracidad analitica en muestras de baja biomasa microbiana
(Nielsen et al., 2025).

Las perspectivas futuras se vislumbran en la convergencia de la metagendémica con la
proteémica de nanoporos y los biosensores portatiles "wearables”. (Van Dijk et al., 2023) y
(Haghayegh et al., 2024) anticipan el desarrollo de dispositivos integrados que realicen una
monitorizacion multimodal de la infeccion y la respuesta inmune directamente en la piel o
fluidos intersticiales, permitiendo una medicina de precision ubicua y no invasiva. Asimismo,
el uso de modelos de lenguaje de proteinas (PLM) permitird identificar mecanismos de

resistencia emergentes basandose en patrones estructurales conservados, superando los limites
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del alineamiento por homologia convencional (Van Dijk et al., 2023). En ultima instancia, la
estandarizacion de marcos regulatorios como el EU Al Act asegurard que la innovacion
biotecnolégica se traduzca en una reduccion sistémica de la mortalidad global por
enfermedades infecciosas, consolidando a la metagendémica shotgun como la piedra angular de
la infectologia del siglo XXI (Struelens et al., 2024).

En conclusion, la integracion de la metagenomica en los programas PROA representa
la culminacion de la ingenieria diagndstica del cuidado critico. Al justificar su rentabilidad
mediante el acortamiento de estancias, mitigar la presion selectiva a través de una desescalada
precoz y empoderar al clinico con feedback genomico en tiempo real, esta tecnologia dota al
sistema sanitario de una inteligencia bioldgica total. El desafio reside en la validacion clinica
universal y en la democratizacion del acceso a biosensores de nanoporos, garantizando que
cada bit de informacion gendmica sea un catalizador para la preservacion de la vida en la

primera linea de la infectologia critica (Nielsen et al., 2025).
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Capitulo XI

Vigilancia Epidemiologica Global y Metagenomica de Aguas Residuales

La arquitectura de la salud pablica contemporanea ha experimentado una transicion
hacia modelos de inteligencia bioldgica descentralizada, donde la capacidad de interrogar el
entorno bioldgico en tiempo real se ha convertido en el pilar fundamental de la seguridad
sanitaria global. Como bien analizan (Struelens et al., 2024), la vigilancia genémica ya no se
limita a la respuesta reactiva ante brotes clinicos manifiestos, sino que se ha consolidado como
un sistema de monitorizacion continua y multimodal que integra datos del hospedador, del
patdgeno y del ecosistema ambiental. En este contexto, la metagendmica de aguas residuales y
el monitoreo de la interfaz humano-animal representan la frontera mas avanzada de la
epidemiologia de precision, permitiendo la disolucion de las fronteras geograficas y temporales
que histéricamente han favorecido la propagacion de amenazas infecciosas (Struelens et al.,
2024).

11.1. Monitoreo de la emergencia de patégenos con potencial pandémico en tiempo real

La monitorizacion de agentes infecciosos con capacidad de diseminacién masiva exige
una orquestacion tecnoldgica que actle en las fases presintomaticas de un evento epidémico.
La "ceguera epidemioldgica” tradicional, supeditada a la presentacion de casos en centros
hospitalarios, suele resultar en una intervencion tardia. La bioinformatica clinica aplicada a la
vigilancia global propone el uso de la secuenciacion metagendmica agndstica para detectar
sefiales bioldgicas inusuales antes de que se produzca una crisis de salud publica. Tal como
postulan (Struelens et al., 2024) y (Agustinho et al., 2024), la implementacién de biosensores
portatiles de nanoporos facilita la captura de genomas completos en el punto de origen,
transformando la logistica de la vigilancia desde el envio de muestras a nodos centrales hacia

el flujo digital de datos nucleotidicos en tiempo real.

La mecanica biofisica de este monitoreo se fundamenta en la capacidad de la
secuenciacion de lectura larga para resolver la complejidad estructural de genomas virales y
bacterianos emergentes. Segun detallan (Van Dijk et al., 2023) y (S. Casimiro-Soriguer et al.,
2025), el uso de dispositivos como el MinlON permite realizar una vigilancia genémica in situ
por ejemplo, en mercados de animales vivos 0 zonas de alta densidad migratoria, identificando
variantes que presentan mutaciones criticas en regiones determinantes de la patogenicidad. La
relevancia clinica de esta celeridad es vital para la preparacion pandémica; al acortar el

intervalo de identificacion desde semanas a horas, las autoridades sanitarias pueden
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implementar medidas de contencion no farmacologicas y acelerar el disefio de dianas

diagnosticas y candidatos vacunales mediante estrategias de vacunologia inversa (Van Dijk

et al., 2023).

Tabla 12

Monitoreo en tiempo real de patogenos con potencial pandémico

Componente Proceso Informacion Utilidad para la
generada vigilancia
Secuenciacion Lectura de moléculas de  Secuencias genéticas Facilita la disponibilidad
Nanopore ADN o ARN mediante generadas temprana de informacion.
nanoporos. progresivamente.
Andlisis en Procesamiento de las Identificaciones Reduce el tiempo
tiempo real lecturas mientras preliminares y necesario para obtener

continda la
secuenciacion.

evolucion de la
cobertura.

una primera
caracterizacion.

Identificacion
taxondmica

Comparacion de las
secuencias con bases de
datos genémicas.

Identidad probable del
microorganismo.

Permite reconocer
agentes conocidos y
sefales inesperadas.

Deteccién de

Comparacion de las

Mutaciones y cambios

Permite sequir la

variantes secuencias con genomas  genéticos. evolucion de los

de referencia. microorganismos.
Genes de Busqueda de Perfil genético Apoya la vigilancia de
resistencia determinantes genéticos  potencial de amenazas

asociados con resistencia. antimicrobianas

resistencia.

emergentes.

Factores de

Identificacion de genes o

Evidencia genética

Puede contribuir a

virulencia regiones asociadas con complementaria. priorizar hallazgos que
caracteristicas de requieren investigacion
virulencia. adicional.
Andlisis Comparacion de Relaciones evolutivas  Ayuda a investigar
filogenético genomas entre muestras y genéticas. posibles cadenas de
y aislamientos. transmision.
Analisis Integracién de Patrones de Permite evaluar la
epidemioldgico  informacién gendmica distribucion y importancia

con casos, tiempo y
localizacion.

transmision.

epidemioldgica de un
hallazgo.

Sistema de
alerta

Establecimiento de
criterios para identificar
sefales inusuales.

Notificacién de
eventos que requieren
evaluacion.

Facilita una respuesta
temprana de los equipos
de vigilancia.

Confirmacion

Validacion mediante
métodos independientes
y revision especializada.

Confirmacién o
descarte del hallazgo.

Reduce el riesgo de falsas
alarmas.

Comunicacion

Transferencia de
informacion a
laboratorios

Reportes técnicos y
epidemioldgicos.

Favorece la coordinacion
de las medidas de
respuesta.

Vigilancia
longitudinal

Seguimiento continuo de
los microorganismos
identificados.

Cambios en
frecuencia, diversidad
y caracteristicas
genéticas.

Permite observar la
evolucién de una
amenaza a lo largo del
tiempo.

Nota: Elaboracion propia a partir de (Struelens et al., 2024).

154



El seguimiento de microorganismos con potencial de pandemia mediante la
secuenciacion en tiempo real no solo busca localizar casos, sino que también facilita la
observacion continua de las alteraciones genéticas y epidemioldgicas de estos agentes. La
tecnologia de Nanopore produce datos de manera continua, lo que permite analizar las primeras
lecturas mientras la secuenciacion sigue adelante. Esto puede acelerar la identificacion de

agentes conocidos, variantes inesperadas o indicios que requieren una revision mas detallada.

La velocidad debe acompafiarse de rigor, ya que una deteccion inicial puede verse
afectada por contaminacion, errores en la secuenciacion, bases de datos incompletas o
interpretaciones incorrectas de las variantes genéticas. Por lo tanto, un sistema eficaz debe
incluir la recoleccion de datos, el basecalling, el control de calidad, la clasificacion taxondmica,
el andlisis gendémico y filogenético, la evaluacion epidemioldgica y los métodos de

confirmacion anteriormente a emitir una alerta de salud.

Ademas, la integracion de informacion de diferentes regiones y momentos permite
identificar patrones que serian complicados de descubrir mediante analisis individuales,
especialmente en situaciones de aumento inesperado de casos o dispersion geografica. En este
marco, la metagenémica en tiempo real puede convertirse en una herramienta fundamental para
prepararnos para futuras emergencias sanitarias, al proporcionar informacion molecular que
asista en la deteccion, caracterizacion, comparacion y seguimiento de la evolucion de los
patogenos, fortaleciendo nuestra capacidad de respuesta antes de que una sefial localizada se

transforme en un evento méas amplio.

Ademas, como argumentan (Kardjadj, 2025) y (Goktas & Grzybowski, 2025), la
integracion de marcos regulatorios globales, como el EU Al Act, asegura que la inteligencia
artificial (1A) utilizada para el filtrado de sefiales de "amenaza bioldgica" opere bajo principios
de transparencia y explicabilidad. La monitorizacion en tiempo real se beneficia de algoritmos
de aprendizaje profundo que escanean longitudinalmente el viroma y el microbioma global,
detectando desviaciones estadisticas en la abundancia taxondémica que actian como centinelas
de un evento de desbordamiento (spillover). Esta orquestacion molecular es la que permite que
el sistema sanitario evolucione de una medicina de catastrofe hacia una vigilancia proactiva

que salvaguarda la integridad homeostatica de la poblacién global (Struelens et al., 2024).

155



11.1.1. Secuenciacion de aguas residuales (Wastewater surveillance) como sistema de alerta

temprana

La vigilancia de aguas residuales constituye la aplicacion mas disruptiva de la
metagendmica ambiental para la salud publica, actuando como una "biopsia liquida
comunitaria”. Fisiopatoldgicamente, los individuos infectados incluso aquellos en fase
asintomatica o prodromica excretan fragmentos nucleotidicos del patdgeno a través de las
heces y secreciones respiratorias, los cuales convergen en el sistema de alcantarillado urbano.
Como bien exponen (Manzoor et al., 2025) y (Struelens et al., 2024), la mNGS profunda
aplicada al lodo cloacal permite detectar la presencia de virus respiratorios, patdgenos entéricos
y genes de resistencia antimicrobiana (AMR) semanas antes de que estos se manifiesten en las

estadisticas de urgencias hospitalarias.

La mecénica técnica de la vigilancia en aguas residuales exige protocolos de
concentracion de particulas virales y purificacion de &cidos nucleicos altamente eficientes. Tal
como analizan (D. Lu etal., 2025) y (Agustinho et al., 2024), el uso de la secuenciacion
metagendmica shotgun permite interrogar de manera agnostica el contenido total de la muestra,
superando las limitaciones de la PCR cuantitativa (QPCR) que solo busca objetivos
predefinidos. Para resolver la baja biomasa microbiana en matrices ambientales complejas, la
bioinformatica de nanoporos utiliza umbrales de sensibilidad optimizados, como el criterio de
"Nudged" en plataformas como CZ 1D, que permite identificar taxones raros al flexibilizar los
parametros de alineamiento a cambio de un analisis doctoral exhaustivo de la veracidad de la
sefial (Manzoor et al., 2025).

La relevancia de la monitorizacion de aguas residuales trasciende la mera identificacion
taxonomica para adentrarse en el mapeo del resistoma poblacional. Segun el analisis de
(Struelens et al., 2024), la secuenciacion de aguas residuales en mas de 100 paises ha revelado
el paisaje global de la resistencia, permitiendo predecir la emergencia de bacterias productoras
de carbapenemasas (blakKPC, blaNDM) en nichos geogréficos especificos. Esta metrologia
ambiental faculta a los hospitales locales para ajustar sus protocolos de terapia empirica
basandose en la carga de resistencia circulante en su area de influencia, optimizando el uso de
antimicrobianos y reduciendo la presion selectiva que impulsa la crisis de la multirresistencia
(Nielsen et al., 2025).
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11.1.2. Seguimiento de la evolucion viral y deriva antigénica mediante secuenciacion masiva

La capacidad de rastrear la trayectoria evolutiva de los virus en circulacion es
fundamental para garantizar la eficacia persistente de las intervenciones diagnosticas y
terapéuticas. La deriva antigénica, mediada por la acumulacion de mutaciones de nucleétido
anico (SNPs) y eventos de recombinacion genomica, permite que los patdgenos evadan la
inmunidad humoral previamente adquirida. Como bien ilustran (S. Casimiro-Soriguer et al.,
2025) en su estudio sobre el circuito de vigilancia de Andalucia, la secuenciacion sistematica
de mas de 42,500 genomas permitié monitorizar la transicion dindmica entre clados, desde las
variantes Alpha y Delta hasta la diversificacion masiva de los linajes de Omicron y sus formas
recombinantes (XBB, XEC).

La mecanica biofisica de este seguimiento se apoya en la integracion de la filogenémica
con el analisis estructural de proteinas. Tal como detallan (Van Dijk et al., 2023) y (Agustinho
etal.,, 2024), la secuenciacion de lectura larga facilita la reconstruccion de genomas
haplotipicos completos, permitiendo identificar variantes estructurales que las lecturas cortas
de Illumina a menudo omiten o fragmentan. El uso de herramientas de visualizacion dinamica,
como el servidor local de Nextstrain implementado por (S. Casimiro-Soriguer et al., 2025),
proporciona a los epidemidlogos una vision en tiempo real de la propagacion geografica y el
ritmo de sustitucién nucleotidica. Esta informacién es la que dicta las decisiones de salud
publica sobre la composicion de las vacunas estacionales y la idoneidad de los anticuerpos
monoclonales disponibles, asegurando que la medicina de precisién se ajuste a la realidad
bioldgica del virus circulante (Van Dijk et al., 2023).

La relevancia clinica de monitorizar la evolucién viral es particularmente critica en el
escenario del paciente inmunocomprometido. Segun sugieren (Yin, s. f.) y (Struelens et al.,
2024), los hospederos con inmunodeficiencias actian como aceleradores evolutivos donde el
virus puede persistir durante meses, acumulando mutaciones que luego pueden dar lugar a
nuevas variantes de preocupacién (VOC). La integracion de la mNGS clinica con la vigilancia
epidemioldgica comunitaria permite cerrar el circulo de la transmision, identificando brotes
hiper-mutantes en etapas tempranas. Esta orquestacion técnica, apoyada en el uso de estandares
de metadatos como el PHA4GE, garantiza que cada secuencia generada contribuya a una base
de conocimiento global interoperable, permitiendo una respuesta coordinada frente a la deriva

patogénica en un mundo interconectado (Yin, s. f.).
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11.2. Identificacion de reservorios animales de enfermedades zoonoticas

El origen de la mayoria de las amenazas infecciosas pandémicas reside en eventos de
zoonosis, donde la claudicacion de las barreras interespecies permite que un patégeno animal
colonice exitosamente al ser humano. La vigilancia gendmica bajo el enfoque de "Una Sola
Salud” (One Health) es imperativa para identificar los reservorios naturales y los hospederos
intermediarios antes de que se produzca el salto epidemioldgico definitivo. Como bien
argumentan (Struelens et al., 2024) y (Manzoor et al., 2025), la comparacion de secuencias
genomicas obtenidas de fauna silvestre, ganado y pacientes clinicos permite realizar una

reconstruccion filodinamica que localiza geograficamente el epicentro del brote.

La mecanica analitica de la vigilancia zoonotica se apoya en el uso de la metagenémica
shotgun profunda para interrogar biomasas complejas en muestras animales. Tal como postulan
(Agustinho etal., 2024) y (Van Dijk etal., 2023), la capacidad de los nanoporos para
secuenciar ADN y ARN nativos facilita la identificacion de virus de ARN altamente
divergentes que suelen habitar en reservorios como quirdpteros o aves migratorias. Al
ensamblar genomas completos de novo (MAGSs) a partir de muestras ambientales, los
investigadores pueden descubrir patégenos "invisibles" para la microbiologia convencional.
Un ejemplo notable es la caracterizacion de ortobunyavirus en ganado europeo 0 secuencias
homologas a SARS-CoV-2 en pangolines, facilitada por la captura agnostica de sefiales
nucleotidicas (Van Dijk et al., 2023).

La relevancia de identificar estos reservorios radica en la prevencion de la diseminacion
de la resistencia antimicrobiana inter-nicho. Segun el andlisis doctoral de (Manzoor et al.,
2025) y (Struelens et al., 2024), el flujo de plasmidos de resistencia entre el entorno agricola y
el clinico es un motor primario de la AMR global. La vigilancia gendmica regional permite
rastrear el uso de antibioticos en ganaderia y su correlacion con la emergencia de patdgenos
multirresistentes en humanos, como ha ocurrido con el gen mcr-1 de resistencia a colistina. En
ltima instancia, la mNGS se posiciona como el lenguaje comin que une la infectologia
veterinaria con la medicina humana, proporcionando una inteligencia bioldgica total que
permite predecir y mitigar las crisis sanitarias del siglo XXI mediante una vigilancia ubicua y

cientificamente rigurosa (Manzoor et al., 2025).

En conclusion, la vigilancia epidemiologica global potenciada por la metagenomica de
aguas residuales y el enfoque One Health representa la culminacion de la reingenieria de la
salud publica. Al habilitar el monitoreo de patdgenos en tiempo real, convertir el alcantarillado

en un sensor bioldgico inteligente, rastrear la deriva antigénica de los virus y desactivar las
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amenazas zoonoOticas en su origen, esta tecnologia dota a la humanidad de una vision
omnisciente. El desafio futuro reside en la estandarizacion universal de los flujos de trabajo
genomicos y en la democratizacion del acceso a biosensores de nanoporos, garantizando que
la informacion molecular de alta resolucién sea el escudo definitivo frente a las pandemias del
futuro (Agustinho et al., 2024).

La arquitectura de la salud pablica contemporanea ha experimentado una metamorfosis
radical, desplazando el eje de gravedad desde la respuesta reactiva ante brotes clinicos
manifiestos hacia un modelo de inteligencia bioldgica descentralizada y ubicua. Como bien
analizan (Struelens et al., 2024) y (S. Casimiro-Soriguer et al., 2025), la vigilancia genémica
en tiempo real se ha consolidado como el pilar fundamental de la seguridad sanitaria global,
permitiendo la disolucion de las barreras temporales que histéricamente favorecieron la
propagacion silenciosa de patdgenos con potencial pandémico (Struelens et al., 2024). En este
ecosistema, la metrologia molecular profunda no solo interroga al agente agresor, sino que
decodifica la dindmica evolutiva de poblaciones microbianas enteras en diversos nichos

ecoldgicos, instaurando una era de epidemiologia de precision (Agustinho et al., 2024).
11.3. Cooperacion internacional en el intercambio de datos gendmicos abiertos

La eficacia de la vigilancia epidemioldgica global depende intrinsecamente de la
porosidad y transparencia de las fronteras informaticas. Los principios de encontrabilidad,
accesibilidad, interoperabilidad y reutilizacion (FAIR) constituyen la gramatica ética sobre la
cual se edifica la ciencia abierta moderna (Manzoor et al., 2025). Segln exponen (Struelens
et al., 2024), la integracién de redes de vigilancia como el Global Influenza Surveillance and
Response System (GISRS) y plataformas como GISAID permite que la deteccion de una
variante inusual en un nodo geografico remoto active protocolos de preparacién diagndstica a

escala mundial en cuestién de horas.

La mecanica de esta cooperacion trasciende el simple almacenamiento de archivos
nucleotidicos; exige la estandarizacion rigurosa de metadatos contextuales. Tal como analizan
(Bavaro et al., 2023) y (Struelens et al., 2024), el uso de marcos como el Public Health Alliance
for Genomic Epidemiology (PHA4GE) garantiza que las secuencias compartidas incluyan
informacion vital sobre la temporalidad, la ubicacion y el desenlace clinico del hospedador,
permitiendo realizar inferencias filodinamicas robustas (Struelens et al., 2024). La relevancia
doctoral de este intercambio reside en la superacidn de la "soberania viral" que ha obstaculizado

historicamente la respuesta ante zoonosis emergentes. Como argumentan (Hala et al., 2024) y
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(Struelens etal., 2024), la creacion de infraestructuras de datos abiertos mitiga el
acaparamiento de informacion (data hoarding) y fomenta un reconocimiento conjunto de la
autoria academica, alineando los intereses de la investigacion clinica con los imperativos de

seguridad biolodgica internacional (Struelens et al., 2024).

Ademas, la gobernanza de estos datos exige una supervision ética asistida por marcos
regulatorios como el EU Al Act. Segun (Goktas & Grzybowski, 2025) y (Kardjadj, 2025), la
inteligencia artificial utilizada para el escrutinio de bases de datos gendmicas masivas debe
operar bajo principios de transparencia y explicabilidad (XAl). Esta orquestacion técnica es la
que permite que el intercambio global no sea una mera acumulacion de FASTQ, sino una
inteligencia colectiva capaz de predecir eventos de desbordamiento (spillover) antes de que se
produzca una transmision interhumana sostenida, transformando la preparacion pandémica de

un ejercicio defensivo a una vigilancia proactiva y pro-ética (Struelens et al., 2024).
11.3.1. Uso de la mNGS en el rastreo de brotes de enfermedades transmitidas por alimentos

El rastreo de las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) ha sido revolucionado
por la transicién desde el tipificado de secuencias multilocus (MLST) hacia la secuenciacion
de genoma completo (WGS) y la metagendémica shotgun (MNGS). Fisiopatol6gicamente, la
contaminacion de la cadena de suministro alimentario a menudo involucra reservorios
ambientales complejos donde el patdgeno elude el enriquecimiento convencional. Como bien
analizan (Ahannach et al., 2021) y (Struelens et al., 2024), la implementacion de PulseNet
International ha instaurado un estandar de oro basado en la resolucion de nucle6tido Unico,
permitiendo una discriminacién taxonémica de alta fidelidad que identifica brotes vinculados

a fuentes geograficamente distantes.

La mecéanica técnica de este rastreo se apoya en la comparacion de distancias genémicas
medidas en polimorfismos de nucle6tido Unico (SNPs). Segun detallan (Struelens et al., 2024),
la identificacion de menos de 10 SNPs entre aislados de Salmonella enterica recuperados de
un paciente clinico y una muestra de procesamiento industrial constituye una evidencia
biometroldgica definitiva de un ancestro comun reciente. Esta capacidad de "huella dactilar
gendmica" es vital para la resolucion de brotes por patdgenos de baja biomasa o crecimiento
lento, como Listeria monocytogenes. Tal como demuestran (Struelens etal., 2024), la
secuenciacion sistematica en tiempo real ha acortado el intervalo de deteccion de brotes de
listeriosis, permitiendo la retirada masiva de productos contaminados antes de que se

multipliquen las fatalidades (Struelens et al., 2024).
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La irrupcion de la mNGS agnostica afiade una capa adicional de profundidad al rastreo
de ETAs al permitir la deteccion de agentes infecciosos "invisibles™ para los paneles de PCR
predefinidos. Como exponen (Agustinho et al., 2024) y (Struelens et al., 2024), la captura
nucleotidica directa de matrices alimentarias complejas como productos lacteos o carnicos
facilita la identificacion de variantes hipervirulentas portadoras de islas de patogenicidad
emergentes. Al integrar estos datos con algoritmos de aprendizaje automatico para la
prediccion de la fuente (source tracking), las autoridades sanitarias pueden localizar el
epicentro de la contaminacion en la interfaz agricola-industrial, optimizando la asignacion de
recursos de inspeccion y minimizando el impacto economico sobre los sistemas

agroalimentarios globales (Q. Zhang et al., 2023).

11.3.2. Mapeo global del resistoma ambiental y su conexion con la salud humana (One

Health)

La gestion de la crisis de resistencia antimicrobiana (AMR) exige comprender el flujo
de genes de resistencia a traves de los compartimentos humano, animal y ambiental, una triada
conceptualizada bajo el enfoque de "Una Sola Salud" (One Health). La metagenémica shotgun
de lectura larga se posiciona como la herramienta definitiva para este mapeo funcional. Segln
el analisis doctoral de (Struelens et al., 2024), la secuenciacion de aguas residuales urbanas
actia como un biosensor poblacional que refleja el paisaje de la resistencia circulante en

comunidades enteras sin la necesidad de muestreo clinico individualizado.

La mecénica biofisica de esta conexion se fundamenta en la dindmica de la transferencia
horizontal de genes (HGT). Tal como analizan (Maugeri et al., 2025) y (Alcock et al., 2023),
el uso de la secuenciacién por nanoporos permite resolver la estructura completa de plasmidos
y elementos genéticos maéviles (MGESs) que flanquean a los genes de resistencia (ARGs). Al
identificar la coocurrencia de genes como blaKPC o mcr-1 en el metagenoma del lodo cloacal
y correlacionarlos con aislados clinicos locales, se puede trazar la trayectoria de la resistencia
desde el entorno agricola mediado por el uso de antibi6ticos en ganaderia hacia el entorno
hospitalario (Alcock et al., 2023). Este mapeo es fundamental para predecir la emergencia de
patogenos pan-resistentes en nichos geograficos especificos, facultando a los sistemas de salud
para ajustar sus guias de terapia empirica basdndose en la carga de resistencia ambiental

predominante (Struelens et al., 2024).

Ademas, la integracion de bases de datos como el Comprehensive Antibiotic Resistance

Database (CARD) con modelos de inteligencia artificial permite un fenotipado predictivo del
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resistoma global. Como bien sefialan (Manzoor et al., 2025) y (Alcock et al., 2023), el uso de
la Antibiotic Resistance Ontology (ARO) facilita la normalizacion de las anotaciones
gendmicas procedentes de 101 paises, creando un archivo dinamico del "bioma de resistencia”
planetario (Manzoor et al., 2025). Esta metrologia ambiental es la que permitird que el control
de la AMR transite hacia un modelo de gestion ecologica, donde la mitigacion de la presion
antibidtica en los efluentes hospitalarios y agricolas se convierta en una intervencion de salud
publica tan critica como la desescalada farmacoldgica a pie de cama, garantizando la
preservacion de la eficacia antimicrobiana para las futuras generaciones (Struelens et al., 2024).

11.4. Filogenomica de alta resolucion para la identificacion de cadenas de transmision

La resolucién final de los enigmas epidemioldgicos reside en la capacidad de la
filogendmica para reconstruir la trayectoria de los linajes infecciosos con precision sub-clonal.
A diferencia de los métodos de tipificacion convencionales, la filogendmica de alta resolucion
emplea la totalidad de la informacion gendmica para identificar variantes estructurales y
microevolutivas que actian como marcadores de transmision. Como bien ilustran (S. Casimiro-
Soriguer etal., 2025) en su estudio sobre el circuito de vigilancia de Andalucia, el
procesamiento unificado de mas de 42,500 genomas mediante tuberias bioinformaéticas
robustas permite mapear la evolucion de virus respiratorios y bacterias nosocomiales en tiempo

real.

La mecanica analitica de esta identificacion se basa en modelos de inferencia
filogenética bayesiana. Tal como postulan (Agustinho et al., 2024), la integracién de datos de
secuenciacion con metadatos espaciales y temporales permite calcular la tasa de sustitucion
nucleotidica y determinar el intervalo de tiempo transcurrido desde el Gltimo ancestro comun.
Esta capacidad es vital para discernir si un incremento de casos en una unidad de cuidados
intensivos representa una cadena de transmision nosocomial activa o multiples introducciones
independientes desde la comunidad. Segln analizan (Struelens et al., 2024), durante el brote
multicéntrico de viruela simica (mpox) en 2022, la filogendmica facilité la identificacion de
mutaciones de microevolucion que revelaron la dinamica de propagacién en redes sociales
especificas, orientando las intervenciones de salud publica de manera quirirgica y

proporcionada (Struelens et al., 2024).

Desde la perspectiva de la neurologia de precision y las infecciones criticas, la
filogendmica de lectura larga ofrece la ventaja de resolver haplotipos complejos. (Agustinho

et al., 2024) y (Van Dijk et al., 2023) subrayan que la capacidad de los nanoporos para generar
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lecturas ultra-largas permite atravesar regiones repetitivas y transponibles, facilitando la
reconstruccion de genomas ensamblados desde metagenomas (MAGSs) con una integridad
estructural superior a la obtenida mediante lecturas cortas de Illumina. Esta precision permite
identificar linajes hiper-mutantes que actian como "reservorios de deriva antigénica" en
pacientes inmunocomprometidos, cerrando el circulo de la vigilancia molecular (Van Dijk
et al., 2023). En ultima instancia, la filogendmica se consolida como el lenguaje universal de
la epidemiologia moderna, transformando el flujo de acidos nucleicos en una cartografia
dindmica que guia la medicina de precision en los limites de la supervivencia biol6gica
(Struelens et al., 2024).

En conclusién, la vigilancia epidemioldgica global potenciada por la metagendmica de
aguas residuales y el intercambio de datos abiertos representa el cenit de la reingenieria de la
salud pablica. Al habilitar la deteccion de brotes de ETA con resolucion de SNP, mapear el
resistoma global bajo el enfoque One Health y reconstruir cadenas de transmision mediante
filogendmica de alta resolucion, esta tecnologia dota a la humanidad de una vision omnisciente
frente a la agresion microbiana. El desafio reside en garantizar la sostenibilidad de estas redes
y la equidad en el acceso a biosensores gendmicos, asegurando que cada bit de informacion
nucleotidica sea un catalizador para la preservacion de la integridad homeostatica de la

poblacion global (Agustinho et al., 2024).

La reingenieria de la salud publica contemporanea ha desplazado el eje de gravedad
desde la respuesta reactiva ante crisis sanitarias hacia una inteligencia biol6gica descentralizada
y ubicua. Este cambio de paradigma, fundamentado en la capacidad de interrogar el material
genético del entorno en tiempo real, constituye la base de la seguridad bioldgica del siglo XXI.
Como bien argumentan (Struelens et al., 2024) y (S. Casimiro-Soriguer et al., 2025), la
vigilancia gendmica masiva ha permitido la disolucion de las barreras temporales que
histéricamente favorecieron la propagacion silenciosa de patdgenos con potencial pandémico,
instaurando un modelo de epidemiologia de precisién que integra datos del agresor, del

hospedador y del ecosistema ambiental (Struelens et al., 2024).

11.5. Implementacion de la metagenomica en regiones con infraestructura de laboratorio

limitada

La democratizacion del diagnostico molecular profundo en entornos de recursos
limitados representa uno de los desafios mas ambiciosos de la metrologia genémica actual.

Histdricamente, el acceso a la secuenciacion de nueva generacion (NGS) estaba restringido a
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centros de excelencia con infraestructuras de alta complejidad y personal altamente
especializado. No obstante, la irrupcion de la tecnologia de nanoporos ha catalizado una
descentralizacién biotecnoldgica. Segun detallan (Struelens et al., 2024), iniciativas como la
Africa Pathogen Genomics Initiative han movilizado inversiones masivas para instaurar
capacidades de secuenciacion en regiones donde la latencia diagnostica era el principal

impulsor de la mortalidad (Struelens et al., 2024).

La mecanica biofisica que permite esta implementacion en nichos de baja
infraestructura se basa en la simplificacién de los procesos preanaliticos. Tal como analizan
(Agustinho et al., 2024) y (Van Dijk et al., 2023), la secuenciacién de molécula Unica de
nanoporos reduce significativamente la dependencia de reactivos para la construccion de
bibliotecas y de ciclos térmicos complejos. La utilizacion de protocolos de preparacion rapida
como el rapid barcoding permite procesar muestras clinicas o ambientales con un aporte
minimo de ADN (150 ng a 1 pg), facilitando la captura nucleotidica directamente en el punto
de necesidad (Van Dijk et al., 2023). Ademés, como postulan (Marchukov et al., 2023) y
(Payne et al., 2024), el uso del muestreo adaptativo (adaptive sampling) permite la deplesion
digital del material genético inespecifico sin necesidad de kits quimicos costosos, lo que
optimiza la relacion sefial-ruido en muestras con alto trasfondo genémico del hospedador, una

ventaja critica en hospitales secundarios de paises en desarrollo (Nielsen et al., 2025).

Desde el punto de vista bioinformatico, la limitacion de la potencia de computo local
se ha resuelto mediante el despliegue de arquitecturas en la nube. (Meng et al., 2025) explican
que plataformas como BugSeq o Pathogenwatch permiten que los datos crudos generados en
laboratorios remotos sean analizados en servidores centrales de alta intensidad, devolviendo
informes taxondmicos y perfiles de resistencia predictivos en cuestion de horas (Meng et al.,
2025). Esta orquestacion logistica es la que permite que el manejo de enfermedades como la
malaria o la tuberculosis multidrogorresistente transite hacia una medicina de precision basada
en la vigilancia gendmica regional, mitigando la inequidad en salud mediante una metrologia
de vanguardia (Milburn et al., 2024).

11.5.1. El rol de la secuenciacion portdtil en misiones de respuesta rdapida de la OMS

La capacidad de respuesta ante eventos de desbordamiento zoonotico (spillover) o
brotes epidémicos inusuales depende de la prontitud con la que se capture la huella molecular
del agresor. En este escenario, la secuenciacion portéatil actia como la "punta de lanza" de las

misiones de respuesta rapida de organismos internacionales. Como bien sefialan (Struelens
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et al., 2024), durante el brote de Ebola en Africa Occidental, el uso de dispositivos MinlON
permitio realizar un seguimiento filogenético en tiempo real, identificando cadenas de
transmision y eventos de microevolucion viral en areas de dificil acceso geogréfico (Struelens
et al., 2024).

La relevancia técnica de esta aproximacion reside en la agosticidad taxondmica de la
MNGS. A diferencia de los paneles de PCR multiplexados que se limitan a dianas predefinidas,
la secuenciacion shotgun interroga la totalidad de la biomasa nucleotidica, permitiendo la
deteccion de virus emergentes o variantes hipervirulentas imprevistas. Tal como analizan (S.
Casimiro-Soriguer et al., 2025) y (Coll et al., 2024), la integracion de protocolos de deplesion
selectiva y enriquecimiento viral como el uso de nucleasas antes de la extraccién de acidos
nucleicos incrementa la sensibilidad de deteccion en varios 6rdenes de magnitud, facilitando
el descubrimiento de patégenos "invisibles" para los métodos convencionales (Agustinho et al.,
2024).

Ademas, el rol de la secuenciacion portatil en misiones de la OMS se extiende al disefio
de estrategias de intervencion bioldgica. Segun proponen (Struelens et al., 2024), la obtencion
rapida de genomas completos in situ permite aplicar principios de vacunologia inversa,
identificando candidatos a epitopos inmunogénicos semanas antes de lo que permitian las
metodologias tradicionales. Esta celeridad biometroldgica es fundamental para la preparacion
pandémica global; al transformar el flujo digital de datos en una base de conocimiento
compartida bajo principios FAIR, las misiones internacionales pueden orquestar una respuesta
coordinada que incluya el ajuste dinamico de pruebas diagnoésticas y la monitorizacion de la
deriva antigénica frente a anticuerpos monoclonales, garantizando la eficacia de las medidas

de contencion en las fases criticas del brote (Van Dijk et al., 2023).
11.5.2. Controversias actuales, andlisis critico de la evidencia y perspectivas futuras

A pesar de la sofisticacion técnica de la secuenciacion de poros, su integracion sistémica
enfrenta controversias epistemoldgicas que condicionan su aplicabilidad universal. El debate
mas intenso se centra en el fendmeno del "kit-oma" o contaminacién ambiental por ADN
residente en los reactivos de laboratorio. Como analizan (Nielsen et al., 2025), la extrema
sensibilidad de los secuenciadores de nanoporos capaces de detectar una sola molécula puede
derivar en falsos diagndsticos positivos si no se aplican protocolos de biorremediacion digital
rigurosos. El andlisis critico de la evidencia sugiere que un hallazgo metagendmico solo debe

considerarse clinicamente relevante cuando su abundancia relativa supera un ratio de lecturas
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por millon (RPM) diez veces superior al nivel basal detectado en los controles negativos
(Nielsen et al., 2025).

Otra controversia fundamental reside en la gobernanza de datos y la soberania viral.
(Struelens et al., 2024) advierten que el intercambio de datos gendmicos abiertos, aunque vital
para la salud publica, choca frecuentemente con intereses de propiedad intelectual y los
principios del Protocolo de Nagoya sobre el acceso a recursos genéticos. Es imperativo transitar
hacia marcos éticos que garanticen una atribucion equitativa y protejan la privacidad del
hospedador, evitando que el acaparamiento de datos (data hoarding) obstaculice la respuesta
global ante amenazas infecciosas (Struelens et al., 2024). Asimismo, la opacidad de los
algoritmos de inteligencia artificial utilizados para la adjudicacion diagndstica genera
escepticismo. Tal como argumentan (Goktas & Grzybowski, 2025) y (Kardjadj, 2025), es
necesario avanzar hacia una IA explicable (XAl) validada en ensayos clinicos que asegure que
el razonamiento automatizado sea supervisado por el juicio doctoral (Goktas & Grzybowski,
2025).

Las perspectivas futuras se vislumbran en la convergencia de la metagendémica con la
transcriptomica dual y la medicina personalizada. (D. Lu et al., 2025) y (Haghayegh et al.,
2024) anticipan el desarrollo de biosensores portatiles "wearables” que realicen una
monitorizaciéon multimodal de la infeccidn y la respuesta inmune directamente en la piel o
fluidos intersticiales, permitiendo una vigilancia gendmica ubicua y no invasiva (Haghayegh
etal.,, 2024). La evolucién hacia la proteébmica de nanoporos facilitard la deteccion de
modificaciones postraduccionales que regulan la virulencia bacteriana en tiempo real (Van Dijk
et al., 2023). En Gltima instancia, la estandarizacion de marcos regulatorios como el EU Al Act
proporcionard la gobernanza necesaria para asegurar que la informacion molecular de alta
resolucion se traduzca en una reduccion sistémica de la mortalidad por sepsis y enfermedades
emergentes, consolidando a la metagendémica shotgun como la piedra angular de la infectologia
del siglo XXI (Struelens et al., 2024).

En conclusién, la vigilancia epidemioldgica global potenciada por la metagendmica de
aguas residuales y la secuenciacion portatil representa el cenit de la ingenieria diagnostica del
cuidado critico. Al superar las barreras de infraestructura en regiones limitadas, empoderar las
misiones de respuesta rapida con datos filogenéticos en tiempo real y abordar criticamente los
desafios éticos de la IA y la contaminacion, esta tecnologia dota al sistema sanitario de una
vision omnisciente. El desafio reside en garantizar la sostenibilidad de estas redes y la

democratizacion del acceso a biosensores de nanoporos, asegurando que cada bit de
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informacidn genodmica sea un catalizador para la preservacion de la vida humana en un planeta

bioldgicamente interconectado (Nielsen et al., 2025).
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Capitulo XII

Bioética del Big Data Genomico y el Futuro del Diagnostico Autonomo

La convergencia entre la metrologia gendmica de ultra-alta resolucion y la computacion
avanzada ha instaurado un nuevo paradigma en la medicina critica, donde la capacidad de
captura de informacion biolégica supera con creces los marcos regulatorios y éticos
tradicionales. La transicion hacia el diagnostico agnostico aquel que no busca un patdégeno
especifico, sino que interroga la totalidad de la biomasa nucleotidica en un fluido estéril impone
una reevaluacion doctoral de la autonomia del paciente y la seguridad de sus datos (Struelens
et al., 2024). Como bien analizan (Goktas & Grzybowski, 2025), el transito de la microbiologia
observacional a la vigilancia molecular profunda no es solo un avance técnico, sino un desafio
epistemoldgico que pone en riesgo la preservacion del anonimato individual frente a la

necesidad colectiva de seguridad biosanitaria (Goktas & Grzybowski, 2025).
12.1. Privacidad del paciente en la era del metagenoma

La mecanica biofisica de la secuenciacion metagendmica shotgun de lectura larga
(mNGS) conlleva un riesgo intrinseco de erosion de la privacidad debido a la naturaleza
indiscriminada de la captura nucleotidica. Durante el procesamiento de una muestra de sangre
o liquido cefalorraquideo para la deteccion de sepsis, la totalidad de los polimeros de ADN y
ARN son transducidos en sefiales ionicas, lo que incluye inevitablemente fragmentos
gendémicos del hospedador humano. Aunque se empleen técnicas de deplesion selectiva de
ADN humano mediante lisis diferencial y tratamiento con nucleasas, la sensibilidad extrema
de los biosensores de nanoporos capaces de detectar una sola molécula captura trazas
nucleotidicas que actian como una "huella dactilar genémica” inalienable (Nielsen et al.,
2025).

Tal como postulan (Goktas & Grzybowski, 2025), el riesgo de re-identificacion del
paciente a partir de metadatos gendémicos depositados en repositorios abiertos como el
European Nucleotide Archive (ENA) constituye una vulnerabilidad sistémica. Aunque los
archivos se sometan a protocolos de "de-identificacion digital”, la persistencia de variantes
estructurales y polimorfismos de nucleétido unico (SNPs) en las lecturas crudas permite,
mediante algoritmos de inferencia genealOgica, vincular una muestra clinica con la identidad
civil del sujeto. Para mitigar esta claudicacion de la privacidad, se propone la implementacion
de arquitecturas de Aprendizaje Federado (Federated Learning). Segun detallan (Goktas &

Grzybowski, 2025) y (Kardjadj, 2025), este modelo permite entrenar los algoritmos de
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deteccidn autdnoma directamente en los servidores locales del hospital, evitando la migracion
de datos nucleotidicos crudos hacia la nube y garantizando el cumplimiento estricto del
Reglamento General de Proteccion de Datos (GDPR) y el EU Al Act (Nielsen et al., 2025).

Ademas, la relevancia ética de la privacidad en metagenomica se extiende al fendmeno
de la discriminacion genomica. (Y. Zhao et al., 2024) advierten que el hallazgo incidental de
variantes de riesgo para enfermedades crénicas o predisposiciones oncologicas durante un
estudio de sepsis podria derivar en perjuicios socioeconémicos para el paciente si dicha
informacion se filtra a aseguradoras o empleadores. La preservacion de la integridad del
paciente en la era del Big Data exige, por tanto, una "bioseguridad informatica” que trate la
informacién genomica con el mismo rigor que un santuario bioldgico, asegurando que la
medicina de precision no se convierta en una herramienta de exclusion sistémica (Goktas &
Grzybowski, 2025).

12.2. Propiedad intelectual de secuencias genomicas y patentes de algoritmos

La comercializacién de la inteligencia bioldgica ha generado una tension dialéctica
entre la proteccion de la innovacion y el acceso universal a la salud. En la frontera de la
metagenomica, la controversia se divide en dos ejes, la titularidad de las secuencias de
patdgenos y la propiedad intelectual (1P) sobre los algoritmos de diagndstico autdnomo. Como
bien exponen (Struelens et al., 2024) y (Meslier et al., 2022), el concepto de "Soberania Viral™
derivado del Protocolo de Nagoya sugiere que los estados tienen derechos soberanos sobre los
recursos genéticos de los microorganismos detectados en su territorio. No obstante, este
acaparamiento de datos gendmicos (data hoarding) choca con los principios FAIR (Findable,
Accessible, Interoperable, Reusable), los cuales son el motor de la respuesta rapida ante

pandemias (Struelens et al., 2024).

La mecanica operativa de las patentes en el diagndstico gendmico se observa en las
solicitudes de patentes asociadas a flujos de trabajo especificos de deteccion. Tal como sefialan
(Nielsen et al., 2025), los equipos de investigacion clinica a menudo se encuentran en procesos
de patentar métodos para el diagndstico de infecciones del torrente sanguineo mediante cfDNA
de nanoporos. Sin embargo, la patentabilidad de las secuencias de ADN per se ha sido
restringida judicialmente, desplazando el foco del IP hacia los modelos de aprendizaje
profundo (Deep Learning) que realizan el llamado de variantes y la prediccion de resistencia.
Segln analizan y (Manzoor et al., 2025), el uso de bases de datos curadas como CARD para

entrenar algoritmos de prediccion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CMI) in silico
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plantea el reto de quién posee la autoria del descubrimiento: ¢el curador de la base de datos

abierta o el desarrollador del modelo propietario? (Nielsen et al., 2025).

Tabla 13

Propiedad intelectual de secuencias gendmicas y patentes de algoritmos

Elemento Descripcion Problema o desafio Consideracion en
metagendmica clinica
Secuencias Informacion Determinar qué aspectos Debe diferenciarse la
genomicas correspondiente al material ~ pueden recibir proteccion  informacion biolégica de las
genético obtenido mediante  juridica y bajo qué aplicaciones o
secuenciacion. condiciones. procedimientos técnicos
desarrollados sobre ella.
Datos Conjunto de secuencias Pueden involucrar Requieren medidas de

metagendmicos

obtenidas de una muestra
que puede contener
maltiples organismos.

informacion clinica,
bioldgicay
potencialmente
identificable.

gobernanza, seguridad y uso
responsable.

Meétodos de
secuenciacion

Procedimientos técnicos
empleados para obtener las
secuencias.

Pueden involucrar
tecnologias patentadas.

Es necesario identificar
derechos y licencias
aplicables antes de
desarrollar determinadas
aplicaciones.

Algoritmos de
basecalling

Herramientas que
convierten sefiales del
nanoporo en secuencias de
nucleétidos.

Pueden formar parte de
tecnologias protegidas o
desarrollos propietarios.

Su utilizacion puede estar
condicionada por licencias 0
derechos sobre software y
métodos.

Algoritmos de
clasificacion

Sistemas utilizados para
identificar
taxondmicamente las
lecturas.

Existe una combinacion
entre algoritmos, bases de
datos y software.

La propiedad puede
distribuirse entre diferentes
componentes tecnoldgicos.

Correccion de

Algoritmos destinados a

Determinar la novedad y

Puede generar desarrollos

errores mejorar la precision de las  aplicabilidad de una susceptibles de proteccion
lecturas. solucién computacional. segun la legislacion
aplicable.
Inteligencia Modelos utilizados para Surgen interrogantes Deben definirse derechos
artificial interpretar sefiales, sobre titularidad, sobre modelos, datos de

clasificar microorganismos
0 predecir caracteristicas
genémicas.

entrenamiento y
utilizacion de modelos.

entrenamiento y resultados
generados.

Bases de datos

Colecciones organizadas de

Pueden estar sujetas a

Es necesario respetar las

gendmicas secuencias y anotaciones. derechos sobre condiciones de uso y
compilacion, estructurao  licenciamiento.
acceso.

Software Programas utilizados para ~ Puede existir proteccion La licencia determina las

bioinforméatico

procesar e interpretar datos
de secuenciacion.

mediante derechos de
autor, licencias u otros
mecanismos.

condiciones de uso,
modificacion y distribucién.

Patentes de

Proteccion de determinadas

La patentabilidad de

No debe asumirse que

algoritmos soluciones software y algoritmos cualquier algoritmo puede
computacionales cuando varia segun la jurisdiccion  patentarse automaticamente.
cumplen los requisitos y requiere analizar el
juridicos correspondientes.  caracter técnico de la
invencion.
Propiedad Derechos derivados de Pueden surgir disputas Los contratos de
institucional investigaciones realizadas  sobre quién posee los investigacion deben

en universidades,
hospitales o empresas.

resultados.

establecer claramente
titularidad y explotacién.
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Colaboracion

Participacion de maltiples

Puede dificultar la

Es recomendable definir

cientifica investigadores e determinacion de responsabilidades y

instituciones. derechos sobre resultados  propiedad antes del
compartidos. desarrollo del proyecto.

Publicacién Difusion de resultados La publicacién previa Debe coordinarse la

cientifica mediante articulos, puede afectar publicacién con la estrategia
repositorios o bases de determinadas estrategias de propiedad intelectual.
datos. de proteccion industrial.

Datos de Informacion genética Existe riesgo de Debe priorizarse la

pacientes asociada con muestras identificacion y uso no privacidad y la proteccion de

clinicas.

autorizado.

datos, independientemente de
la propiedad intelectual.

Acceso abierto

Disponibilidad publica de

datos, métodos o software.

Puede entrar en tension
con modelos de
explotacion comercial.

Las licencias abiertas pueden
facilitar la reproducibilidad y
colaboracidn cientifica.

Interés pablico

Utilidad de los datos para
diagnéstico, vigilancia y
salud publica.

Una proteccion
excesivamente restrictiva
podria dificultar el acceso

La innovacion debe
equilibrarse con las
necesidades de investigacion

cientifico. y salud publica.

Nota: Elaboracién propia a partir de (Govender et al., 2025),

La propiedad intelectual relacionada con las secuencias gendmicas y los algoritmos en
el ambito de la metagendmica clinica genera un contexto donde se conectan la informacion
bioldgica, la innovacion técnica y los derechos legales. Al crear una plataforma para la
secuenciacion, no solo se obtienen datos genéticos, sino que también se desarrollan algoritmos,
bases de datos, métodos analiticos y herramientas de inteligencia artificial, cada uno con su

propio valor y formas de proteccion.

Por lo tanto, es fundamental diferenciar entre la secuencia genética extraida de una
muestra y los procedimientos técnicos y computacionales empleados para obtenerla, procesarla
o interpretarla. Esta distincion es particularmente importante en proyectos de diagnostico
molecular directo, donde los datos pueden provenir de pacientes, lo que significa que las
politicas de propiedad intelectual deben coexistir con las responsabilidades de privacidad,

consentimiento y salvaguarda de la informacion genética.

Ademas, cuando universidades, hospitales y empresas trabajan juntos en el desarrollo
de una tecnologia, es fundamental establecer previamente quién posee los derechos sobre los
algoritmos, bases de datos, métodos y resultados, asi como las condiciones para su publicacion
y utilizacion. Desde una perspectiva cientifica, también es crucial promover mecanismos que
permitan la reproducibilidad, la colaboracion y el acceso responsable a los datos, evitando que

la proteccion comercial se convierta en un impedimento innecesario para la investigacion.

Desde la perspectiva de la gobernanza global, (Kardjadj, 2025) y (Goktas &
Grzybowski, 2025) argumentan que la opacidad de los algoritmos denominada el efecto de la
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"caja negra” dificulta la rendicion de cuentas en caso de errores diagndsticos catastroficos. La
regulacién europea actual, a través del EU Al Act, exige que los sistemas de 1A utilizados en
la practica clinica sean transparentes y auditables. Esta orquestacion legal busca evitar la
formacion de "monopolios de datos” que inhiban la competencia cientifica y el desarrollo de
diagnosticos asequibles en regiones de infraestructura limitada. En ultima instancia, la
propiedad intelectual debe ser armonizada con la responsabilidad ética, asegurando que la
innovacion biotecnoldgica sea un bien comun que potencie la seguridad sanitaria global sin

comprometer la equidad en el acceso a la medicina genémica (Struelens et al., 2024).

12.2.1. Consentimiento informado para el andlisis agndstico de patogenos y variantes

humanas

El modelo clésico de consentimiento informado, disefiado para intervenciones con
dianas terapéuticas o diagnosticas especificas, resulta insuficiente ante la naturaleza
exploratoria de la metagendmica shotgun. En el paciente con sepsis o choque séptico, la
urgencia vital y la frecuencia de la alteracion del sensorio medida por el score gSOFA o
Glasgow impiden a menudo la obtencién de un consentimiento previo y plenamente consciente.
Como bien analizan (D. Lu et al., 2025) en su validacion del sistema TriVerity, es imperativo
el uso de protocolos de consentimiento diferido (by proxy) o procedimientos de exclusion
voluntaria (opt-out) para permitir la captura de muestras biologicas en la fase hiper-aguda de

la infeccidn, donde la sefial gendmica es més potente (D. Lu et al., 2025).

La mecénica ética del consentimiento en metagendmica se ve complicada por el
caracter agndstico de la prueba. Al interrogar el paisaje molecular total, el médico puede
descubrir accidentalmente variantes genéticas del hospedador relacionadas con trastornos
hereditarios, lo que se denomina hallazgos secundarios o incidentales. Segun postulan (Fortas
et al., 2025) y (Meslier et al., 2022), el clinico tiene la obligacién deontoldgica de informar al
paciente sobre la posibilidad de estos hallazgos antes de la secuenciacion. Esto exige una
reingenieria del dialogo médico-paciente, donde se debe decidir previamente si el individuo
desea que se le comuniquen resultados no relacionados con el episodio infeccioso actual. La
relevancia clinica de esta "ética del retorno de resultados” (RoR) reside en la prevencion de la
ansiedad iatrogénica y en el respeto a la libertad del paciente de "no saber” sobre su propio
destino gendmico (Goktas & Grzybowski, 2025).

Asimismo, la bioinformatica clinica impone una supervision doctoral estricta sobre el

diagndstico autdbnomo. Como argumentan (Goktas & Grzybowski, 2025) y (Kardjadj, 2025),
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el consentimiento no debe ser solo para la extraccion de datos, sino para la delegacion de la
interpretacion diagndstica a una IA. Es necesario que el paciente o su representante legal
comprenda que el informe final es el resultado de un filtrado algoritmico que, aunque altamente
preciso, no estd exento de sesgos de entrenamiento. La implementacion de una IA explicable
(XAl), que proporcione métricas de confianza transparentes para cada taxén identificado, es el
requisito sine qua non para que el consentimiento informado trascienda el mero formalismo
legal y se convierta en una proteccion real de la dignidad humana en el entorno de los cuidados
criticos (Goktas & Grzybowski, 2025).

En conclusion, la bioética del Big Data genomico representa la frontera final de la
medicina de precision en enfermedades infecciosas. Al abordar el riesgo de identificacion del
huésped mediante arquitecturas federadas, regular la propiedad intelectual para fomentar la
ciencia abierta y redefinir el consentimiento informado ante el diagndstico agnostico, esta
disciplina garantiza que la inteligencia bioldgica se traduzca en una preservacion de la vida
humana bajo principios de justicia y autonomia. El desafio futuro reside en la validacion
universal de marcos regulatorios globales que aseguren que cada bit de informacion
nucleotidica sea gestionado con la maxima excelencia cientifica y el més profundo respeto por

la integridad bioldgica individual (Nielsen et al., 2025).

La integracion de la metrologia genémica de ultra-alta resolucion con la computacion
avanzada ha inaugurado una era de inteligencia biolégica ubicua, donde la capacidad de captura
de informacidn nucleotidica ha superado la velocidad de maduracion de los marcos regulatorios
y éticos tradicionales. Como bien argumentan (Goktas & Grzybowski, 2025) y (Kardjadj,
2025), la transicion hacia un modelo de diagndstico agndstico que interroga la totalidad de la
biomasa molecular en fluidos estériles no es solo una evolucion técnica, sino un desafio
epistemoldgico que exige una redefinicion de la autonomia individual y la seguridad colectiva.
En este contexto, la bioética del Big Data gendmico actia como el arbitro necesario para
garantizar que la innovacion tecnoldgica no claudique ante riesgos de discriminacion o

vulnerabilidades sistémicas en la proteccion de datos (Struelens et al., 2024).
12.3. Sesgos en la 1A diagndstica

La arquitectura de los modelos de aprendizaje profundo (Deep Learning) aplicados a la
neuro-metagenomica y la sepsis es intrinsecamente vulnerable a la deriva algoritmica, un
fendmeno donde la precision diagnostica se degrada cuando el sistema se enfrenta a perfiles

gendémicos que no fueron representados adecuadamente en la fase de entrenamiento. Como
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analizan (Goktas & Grzybowski, 2025), la existencia de un sesgo de infradiagnostico en
poblaciones minoritarias es a menudo el resultado de utilizar bases de datos de referencia
dominadas por genotipos europeos y patogenos prevalentes en el hemisferio norte. Esta
claudicacion de la equidad no es un fallo accidental, sino una consecuencia de la arquitectura
de pesos sindpticos de la IA, que optimiza la pérdida (loss function) sobre la mayoria
estadistica, sacrificando la sensibilidad en los "bordes” de la diversidad bioldgica (Goktas &
Grzybowski, 2025).

La mecénica para mitigar estos sesgos exige la implementacion de lo que (Goktas &
Grzybowski, 2025) denominan el "Regulatory Genome™ (Genoma Regulatorio), un marco de
supervision adaptativo que impone auditorias de equidad algoritmica en cada etapa del ciclo
de vida del producto. Fisiopatoldgicamente, un sesgo en la identificacién taxondémica por
ejemplo, una asignacion errénea de una variante rara de Klebsiella debido a la homologia con
cepas comunes puede derivar en un ajuste inapropiado del tratamiento antimicrobiano,
exacerbando la mortalidad en grupos vulnerables. Tal como postulan (Haghayegh et al., 2024)
y (Meslier et al., 2022), la orquestacion bioinformatica debe integrar técnicas de balanceo de
datos y limpieza de sefiales (data cleaning) para asegurar que el llamado de variantes (variant
calling) sea independiente de la procedencia étnica o geogréafica del hospedador, transformando
la IA de una "caja negra” sesgada en una herramienta de precision universal (Goktas &
Grzybowski, 2025).

Ademas, la relevancia clinica de asegurar la representatividad en los datasets se
manifiesta en la prediccion del resistoma. Segun el analisis de (Alcock et al., 2023) y (Manzoor
et al., 2025), el uso de la Antibiotic Resistance Ontology (ARO) permite normalizar las
etiquetas de entrenamiento, reduciendo la ambigliedad semantica que a menudo induce sesgos
en la interpretacion de los mecanismos de resistencia. La equidad diagndstica requiere, por
tanto, que los modelos sean validados en cohortes externas que reflejen la variabilidad real de
las unidades de cuidados intensivos a nivel global, asegurando que la métrica de confianza
(confidence score) proporcionada por la IA sea una representacion fidedigna de la realidad

biol6gica y no un artefacto de un entrenamiento parroquial (Manzoor et al., 2025).
12.4. Seguridad de los datos genomicos frente a ciberataques y bioterrorismo

La naturaleza inalienable y digitalizable del metagenoma humano y microbiano
convierte a los repositorios de datos hospitalarios en objetivos de alto valor estratégico para la

ciberdelincuencia y el bioterrorismo. A diferencia de las credenciales bancarias, la informacion
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gendémica no puede ser modificada tras una filtracion, lo que expone al paciente a una
vulnerabilidad perpetua. Como bien sefialan (Goktas & Grzybowski, 2025), los ciberataques
en salud, como el phishing asistido por IA o el ransomware, no solo comprometen la
privacidad, sino que pueden alterar la integridad de los resultados diagndsticos mediante
ataques adversarios (adversarial attacks). Estos ataques consisten en la introduccion de
perturbaciones moleculares digitales modificaciones minimas en los archivos FASTQ que
inducen a la 1A a realizar diagnosticos falsos positivos o a omitir patdgenos letales,
precipitando decisiones clinicas iatrogénicas (Goktas & Grzybowski, 2025).

La mecanica biofisica de la proteccion de datos en la era de los nanoporos se apoya en
el Aprendizaje Federado (Federated Learning) y el cifrado homomorfico. Tal como analizan
(Goktas & Grzybowski, 2025), estas arquitecturas permiten que los algoritmos de deteccion de
brotes aprendan de los datos distribuidos en mdltiples hospitales sin que la informacion
nucleotidica cruda abandone nunca el cortafuegos de la institucion de origen. Esta "soberania
de los datos™ es vital para prevenir que actores malintencionados utilicen el mapeo de la
virulencia y el resistoma de una unidad de gquemados para disefiar estrategias de agresion
bioldgica focalizada. La seguridad biometroldgica exige, por tanto, una trazabilidad absoluta
de la sefial i6nica desde el poro hasta el informe final, garantizando que cada bit de informacion

genomica sea inmune a la manipulacion externa (Goktas & Grzybowski, 2025).

Desde la perspectiva de la seguridad nacional, la vigilancia genémica global como la
descrita por (Romero-Cabrera et al., 2022) es la herramienta centinela para identificar la
liberacion intencionada de patdégenos modificados mediante ingenieria gendmica. La mNGS
agndstica permite detectar firmas sintéticas y elementos genéticos moviles inusuales que acttian
como "codigos de barras" de biomasas creadas en laboratorio. Segin argumentan (Struelens
et al., 2024), la cooperacion internacional en el intercambio de datos abiertos bajo principios
FAIR es el Unico mecanismo capaz de neutralizar una amenaza pandémica artificial en sus
etapas prodromicas, transformando la ciberseguridad informética en una forma avanzada de

biodefensa proactiva que salvaguarda la integridad de la biosfera global (Struelens et al., 2024).

12.5. El diagnéstico autbnomo

El debate sobre la autonomia diagndstica de la inteligencia artificial frente al juicio
clinico doctoral se halla en un punto de inflexion. La capacidad de los algoritmos de 1A para
procesar terabytes de datos multi-Omicos gendmica, transcriptomica del hospedador y
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protedmica supera con creces la latencia cognitiva humana. Como bien exponen (Goktas &
Grzybowski, 2025), la medicina de alto rendimiento no busca la sustitucion del facultativo,
sino la convergencia simbi6tica donde la IA actda como un "copiloto bioldgico” que filtra el
ruido gendémico y jerarquiza las prioridades terapéuticas basandose en probabilidades
estadisticas de éxito (Goktas & Grzybowski, 2025).

La mecénica analitica de esta transicion se fundamenta en la IA Explicable (XAl).
Segun el andlisis de (Haghayegh et al., 2024), la principal barrera para el diagnostico autbnomo
es la opacidad de los modelos de "caja negra". Para que un infectélogo acepte la recomendacion
de una IA sobre la interrupcion de un tratamiento empirico en un choque séptico, el algoritmo
debe proporcionar una trazabilidad del razonamiento clinico, mapas de calor sobre qué
fragmentos nucleotidicos fueron decisivos, puntuaciones de confianza basadas en la
profundidad de cobertura y la correlacion con biomarcadores del hospedador como las 29
firmas de mARN del sistema TriVerity. Esta transparencia técnica es la que permite que el
criterio humano se eleve hacia la supervision de sistemas complejos, delegando las tareas de

metrologia repetitiva a la maquina (Goktas & Grzybowski, 2025).

La relevancia de este modelo reside en la mitigacion del error humano derivado de la
fatiga o el sesgo cognitivo. Tal como sefialan (Ratten et al., 2021) y (Y. Zhao et al., 2024), los
errores diagndsticos son una de las principales causas de mortalidad evitable; la 1A diagndstica
autdnoma, integrada en la Historia Clinica Electrénica, puede actuar como una red de seguridad
que alerte sobre etiologias inusuales como una encefalitis por virus neurotropicos emergentes
que el clinico podria omitir por un sesgo de disponibilidad. No obstante, la responsabilidad
deontoldgica y legal permanece inalienable al ser humano. El futuro del diagnéstico autbnomo
se visualiza, por tanto, no como una sustitucion jerarquica, sino como una potenciacion de la
inteligencia clinica, donde la decisién final es una sintesis entre la intuicion biologica del

experto y la precision probabilistica del silicio (Goktas & Grzybowski, 2025).
12.5. El dilema de los hallazgos incidentales genéticos en el huésped

La secuenciacion metagendmica shotgun de lectura larga aplicada a la microbiologia
clinica captura inevitablemente material genético del hospedador humano, lo que genera una
encrucijada ética sobre la gestion de la informacion no infecciosa. Durante la busqueda de un
agente etiologico en una meningitis, el secuenciador puede identificar variantes estructurales o
polimorfismos asociados a predisposiciones oncolégicas, enfermedades neurodegenerativas o

trastornos mendelianos. Como bien analizan (Kurnat-Thoma, 2024), este fendmeno de los
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hallazgos secundarios o incidentales impone la necesidad de protocolos de Retorno de

Resultados (RoR) que respeten la autonomia del paciente (Kurnat-Thoma, 2024).

La mecénica ética para resolver este dilema se apoya en el consentimiento informado
dinamico y el derecho a no saber. Tal como postulan (Goktas & Grzybowski, 2025) y (Kurnat-
Thoma, 2024), el clinico tiene la obligacion doctoral de informar al paciente 0 a su
representante legal en casos de sepsis con alteracion del sensorio sobre la posibilidad de
descubrir informacidn genética incidental antes de proceder con la mNGS. El paciente debe
poder decidir, de forma granular, si desea recibir informacién sobre variantes accionables
(aquellas con intervenciones preventivas claras, segun la lista ACMG SF v3.2) o si prefiere
limitar el andlisis exclusivamente al compartimento microbiano. Esta orquestacion ética busca
evitar la angustia iatrogénica y el riesgo de discriminacién gendmica, donde la informacién
incidental podria ser utilizada por aseguradoras para penalizar al individuo (Goktas &
Grzybowski, 2025).

Ademas, la relevancia clinica del manejo de hallazgos incidentales se extiende a la
farmacogendémica (PGx). La deteccion incidental de polimorfismos en genes de
metabolizacion de farmacos (como los del sistema CYP450) durante un estudio metagenémico
puede ser vital para ajustar la dosificacion de los antimicrobianos, transformando un riesgo
incidental en un beneficio terapéutico directo. Por tanto, el dilema bioético no debe derivar en
un blogueo del analisis genomico del huésped, sino en una gobernanza de la informacion que
sitle al paciente en el centro de la decision. En Gltima instancia, la bioética del metagenoma
exige un equilibrio entre la potencia diagndstica de la tecnologia y la preservacion de la
integridad bioldgica y social del ser humano en la era de la medicina genémica autébnoma
(Nielsen et al., 2025).

En conclusién, la bioética del Big Data gendmico representa la culminacion de la
excelencia cientifica aplicada a la seguridad del paciente. Al abordar criticamente los sesgos
algoritmicos, blindar los datos frente a amenazas cibernéticas, instaurar una IA explicable que
potencie el criterio del infectdlogo y gestionar con rigor los hallazgos incidentales, esta
disciplina garantiza que la inteligencia bioldgica sea el motor de una medicina de precision
equitativa y humana. El desafio futuro reside en la validacion universal de estos marcos éticos
para que cada bit de informacion nucleotidica sea un catalizador para la vida bajo principios de

justicia y autonomia absoluta (Nielsen et al., 2025).

La culminacion de la medicina de precisién en el ambito de las enfermedades

infecciosas criticas no reside exclusivamente en la potencia analitica de los biosensores, sino
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en la solidez ética y regulatoria que sustenta la gestion del flujo masivo de informacion
bioldgica. El transito hacia el Laboratorio 4.0 representa un cambio ontoldgico, la
metamorfosis del diagndstico microbioldgico, que abandona su dependencia de la viabilidad
celular para convertirse en un ejercicio de metrologia digital agnéstica. Como bien postulan
(Goktas & Grzybowski, 2025), la integracion de la inteligencia artificial (1A) y la secuenciacion
de molécula Unica impone una reingenieria de los marcos bioéticos, donde la preservacion de
laintegridad del paciente debe armonizarse con la urgencia de la respuesta clinica en escenarios

de sepsis y neuro-infecciones refractarias (Struelens et al., 2024).
12.5.1. Regulacion internacional de los dispositivos de secuenciacion de uso doméstico

La descentralizacion de la tecnologia de secuenciacion, catalizada por Ila
miniaturizacion de dispositivos como el MinlON y la emergencia de biosensores portétiles
integrados en teléfonos inteligentes, ha borrado los limites entre el entorno hospitalario y el
domeéstico. Esta transicion hacia lo que (Haghayegh et al., 2024) denominan "diagnostico
ubicuo de punto de atencion” plantea desafios regulatorios sin precedentes. Historicamente, el
diagndstico molecular estaba confinado a centros certificados bajo normativas como las
enmiendas CLIA en Estados Unidos o el reglamento VDR en la Unién Europea. No obstante,
la posibilidad de que individuos no especializados realicen una vigilancia molecular de su
propio microbioma o detecten patdgenos respiratorios en el hogar exige una supervision

doctoral estricta para evitar la iatrogenia informativa (Kardjadj, 2025).

La mecanica operativa de la regulacion internacional debe centrarse en la validacion de
la validez clinica frente a la analitica. Segun detallan (Kardjadj, 2025) y (Goktas &
Grzybowski, 2025), los dispositivos de uso doméstico a menudo demuestran una precision
analitica robusta capacidad de identificar bases nitrogenadas con una exactitud Q20+, pero su
utilidad clinica se ve comprometida por la falta de un contexto médico especializado. El riesgo
de falsos positivos derivados del "kit-oma™ (ADN contaminante en reactivos) o la
interpretacion erronea de la DNAemia basal puede inducir una automedicacion peligrosa o una
ansiedad diagnostica sistémica. Por ello, marcos como el EU Al Act y el programa SaMD
(Software as a Medical Device) de la FDA estan evolucionando para exigir que los algoritmos
de diagnostico autonomo integrados en estos dispositivos sean transparentes, auditables y
posean mecanismos de bloqueo ante sefiales bioldgicamente inverosimiles (Nielsen et al.,
2025).
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La relevancia clinica de esta regulacion reside en la proteccion del ecosistema de salud
publica. Como argumentan (Struelens et al., 2024) y (S. Casimiro-Soriguer et al., 2025), la
proliferacion de datos genomicos generados fuera de circuitos controlados podria contaminar
las bases de datos de vigilancia epidemioldgica con secuencias de baja calidad o mal
etiquetadas. La gobernanza internacional debe garantizar que la secuenciacion portatil cumpla
con los principios FAIR (Findable, Accessible, Interoperable, Reusable), permitiendo que la
informacion generada en el punto de necesidad se integre de forma segura y anénima en las
redes de vigilancia global de la OMS. Esta orquestacion técnica es la que permitird que la
innovacion biotecnologica se traduzca en una verdadera democratizacion del acceso a la salud,
asegurando que cada biosensor doméstico sea un nodo de inteligencia biologica supervisado

por el rigor de la medicina institucional (Struelens et al., 2024).
12.5.2. Sostenibilidad del Laboratorio de Microbiologia 4.0: Impacto ambiental del computo

La paradoja del Laboratorio de Microbiologia 4.0 reside en su dependencia de
infraestructuras de computacion de alta intensidad que imponen una carga ecologica sustancial.
El procesamiento de terabytes de datos nucleotidicos crudos (FASTQ) generados por
secuenciadores de nanoporos exige una potencia de cémputo que deriva en un consumo
energético masivo y en la generacion de calor disipado, contribuyendo a la huella de carbono
del sector sanitario. Como analizan (Goktas & Grzybowski, 2025) y (Kurnat-Thoma, 2024), el
desarrollo de una IA para el diagnéstico genémico debe someterse a evaluaciones de impacto
ambiental (eco-impact assessments) que garanticen la alineacion con los Objetivos de
Desarrollo Sostenible (Goktas & Grzybowski, 2025).

La mecéanica biofisica de la sostenibilidad en metagendémica se apoya en la eficiencia
algoritmica y el uso del muestreo adaptativo (adaptive sampling). Tal como postulan
(Marchukov et al., 2023) y (Agustinho et al., 2024), la capacidad de los nanoporos para realizar
una deplesion digital en tiempo real donde el software rechaza hebras de ADN humano tras
leer las primeras 400 bases reduce drasticamente la cantidad de datos innecesarios que deben
ser procesados y almacenados. Esta "microscopia gendmica selectiva” no solo incrementa la
sensibilidad de deteccion de patogenos, sino que optimiza el uso de recursos computacionales,
disminuyendo la energia requerida por las unidades de procesamiento grafico (GPU) y los
servidores en la nube. La relevancia doctoral de este enfoque es inmediata, la medicina de
precision solo es ética si es sostenible a largo plazo, evitando que el beneficio clinico individual

comprometa la integridad climatica global (Agustinho et al., 2024).
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Ademas, la arquitectura informatica del Laboratorio 4.0 esta transitando hacia modelos
de Computacion de Borde (Edge Computing) y arquitecturas federadas. Segun detallan
(Kardjadj, 2025) y (Goktas & Grzybowski, 2025), el analisis de datos directamente en el punto
de atencién mediante dispositivos de bajo consumo integrados en el hardware de secuenciacion
minimiza la necesidad de transferencias masivas de datos hacia centros de computo remotos.
Esta orquestacion logistica no solo protege la privacidad del paciente, al evitar la migracion de
archivos gendmicos crudos, sino que reduce el impacto ambiental asociado a la infraestructura
de telecomunicaciones. En Ultima instancia, la sostenibilidad del diagndstico gendmico exige
una sintesis entre la ingenieria bioldgica y la eficiencia energética, consolidando a la

metagendmica como una disciplina consciente de su huella planetaria (Nielsen et al., 2025).
12.6. Visién 2030: De la secuencia al tratamiento en menos de sesenta minutos

El horizonte estratégico de la infectologia critica para el afio 2030 se define por la
eliminacion de la latencia diagnostica, alcanzando un intervalo de "tiempo-al-resultado”
inferior a una hora. En la actualidad, los flujos de trabajo metagendmicos mas veloces operan
en ventanas de 3 a 6 horas; no obstante, la aceleracion tecnoldgica proyectada por (Haghayegh
et al., 2024) y (Govender et al., 2025) sugiere que la integracion de la microfluidica avanzada
con algoritmos de IA de aprendizaje profundo permitird una resolucién etiol6gica casi

instantanea (Govender et al., 2025).

La mecéanica biofisica de esta vision se fundamenta en la transduccion directa y el
basecalling de alta velocidad. Segun detallan (Van Dijk et al., 2023) y (Agustinho et al., 2024),
el uso de poros R10.4.1 optimizados y una quimica de secuenciacion de ultra-alto flujo facilita
la generacion de sefiales ionicas interpretables en milisegundos. Para el afio 2030, se anticipa
la maduracion de biosensores basados en particulas de plasmon bioinspiradas (BPV) y
espectroscopia Raman amplificada por superficie (SERS), capaces de detectar proteinas de
espicula viral o determinantes de resistencia bacteriana directamente en el aire exhalado o en
el fluido intersticial mediante parches de microagujas (Van Dijk et al., 2023). Esta capacidad
de "interrogatorio molecular in vivo" permitiria que el inicio de la terapia dirigida ocurra antes

de que se consume el primer ciclo de replicacion del patdgeno en el hospedador.

La relevancia clinica de este avance es particularmente critica en el manejo de la
meningitis bacteriana decapitada y el choque séptico fulminante. Como argumentan (Nielsen
etal., 2025)y (D. Luet al., 2025), la identificacion del resistoma funcional en menos de sesenta
minutos faculta al intensivista para realizar una desescalada o escalada terapéutica de precision

en el primer "momento de oro™ de la reanimacién. Al integrar la metrologia del patégeno con
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la respuesta transcriptomica del hospedador como las firmas de 29 mARN del sistema
TriVerity evaluadas en 30 minutos, el diagnostico autobnomo podra predecir la trayectoria del
fallo organico con una certidumbre del 99%. Esta orquestacion molecular es la que permitira
que la medicina intensiva trascienda la reaccidén sintomatica para consolidarse como una

disciplina de intervencidn bioldgica anticipatoria (Nielsen et al., 2025).
12.6. Controversias actuales, analisis critico de la evidencia y perspectivas futuras

A pesar del optimismo tecnolégico, la neuro-metagendmica y el diagnostico autbnomo
se hallan inmersos en controversias epistemoldgicas que condicionan su validacién sistémica.
La controversia mas incisiva se centra en el fenomeno del "kit-oma" y la adjudicacion de
causalidad. Como analizan (Albitar et al., 2023) y (Nielsen et al., 2025), la extrema sensibilidad
de los secuenciadores de nanoporos captura fragmentos nucleotidicos omnipresentes en el
entorno clinico, lo que genera el riesgo de falsos diagnosticos. El analisis critico de la evidencia
sugiere que la positividad metagendmica solo debe interpretarse bajo el rigor doctoral de
umbrales cuantitativos estrictos (GPM/RPM) y la concordancia con la clinica, evitando que la

tecnologia opaque el juicio médico tradicional (Nielsen et al., 2025).

Otra area de debate fundamental es la opacidad de los modelos de inteligencia artificial
aplicados al llamado de variantes y la prediccion de resistencia. (Goktas & Grzybowski, 2025)
y (Kardjadj, 2025) advierten sobre el riesgo de las "cajas negras”, donde las decisiones
terapéuticas se basan en puntuaciones de confianza cuya logica interna es inaccesible para el
clinico. Es imperativo transitar hacia una |A Explicable (XAI) que proporcione una trazabilidad
absoluta, permitiendo que el facultativo valide la plausibilidad biolégica del hallazgo.
Asimismo, la controversia sobre la "Soberania Viral" frente al intercambio de datos abiertos
planteada por (Kurnat-Thoma, 2024) exige marcos de gobernanza que protejan los derechos de
los paises en desarrollo sin obstaculizar la preparacién pandémica global (Struelens et al.,
2024).

Las perspectivas futuras se vislumbran en la convergencia de la metagendémica con la
proteémica de nanoporos y los gemelos digitales. (Van Dijk et al., 2023) y (Haghayegh et al.,
2024) anticipan el desarrollo de sistemas que no solo secuencien ADN/ARN, sino que
cuantifiqguen modificaciones postraduccionales en tiempo real, permitiendo una monitorizacion
multimodal de la infeccion. La creacion de "gemelos bioldgicos digitales” del paciente
permitird simular la respuesta a diferentes regimenes antimicrobianos antes de su

administracién real, minimizando la toxicidad y maximizando la supervivencia. En altima
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instancia, el desafio futuro reside en la validacion universal de estos modelos para asegurar que
la inteligencia biologica autbnoma sea un motor de equidad, seguridad y excelencia cientifica
en la infectologia del siglo XXI (Van Dijk et al., 2023).

En conclusion, la bioética del Big Data gendmico y la evolucion hacia el diagnostico
autonomo representan el cenit de la ingenieria diagndstica. Al regular la secuenciacion
doméstica, priorizar la sostenibilidad ambiental del cbmputo, proyectar una rapidez diagndstica
sub-horaria para el afio 2030 y abordar criticamente los desafios éticos de la IA, esta disciplina
dota al sistema de salud de una inteligencia bioldgica total e irreprochable. El éxito de esta
transicion dependera de la capacidad de la clase médica para liderar la supervision de estas
tecnologias, garantizando que cada bit de informacion gendémica se traduzca en una vida
salvada bajo los principios de justicia, autonomia y preservacion de la dignidad humana
(Nielsen et al., 2025).
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