Respuestas gendmicas a los desafios en diagndstico rapido de virus
emergentes, vigilancia epidemiolégica avanzada de TB v caracterizacion
de infecciones prolongadas por microbacterias no tuberculosas

Sergio Buenestado
Instituto de Investigacidn Sanitaria Gregorio Marandn. Madrid.

Correspondencia:
Sergio Buenestado
E-mail: sergio.buenestado@gmail.com

La aplicacion del andlisis moleculary, mas recientemente, del
andlisis gendémico ha transformado la capacidad para identificar y
caracterizar patbgenos microbianos y vigilar su transmisién a nivel
poblacional. Esta transicion ha permitido superar las limitaciones de
las metodologias previas, abriendo nuevas posibilidades en entornos
clinicos y de salud publica. La tesis se estructura en tres bloques:

— Respuesta rapida frente a emergencias sanitarias por pato-
genos emergentes.
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— Adaptacion y mejora de la vigilancia genémica de la trans-
mision de Mycobacterium tuberculosis.

— Caracterizacion intrapaciente de infecciones prolongadas
por micobacterias no tuberculosas (MNTSs).

En el primer bloque se evaluaron aproximaciones molecu-
lares y gendmicas durante la pandemia de COVID-19. Se com-
pararon diferentes técnicas dirigidas a la deteccion de variantes
de SARS-CoV-2 de preocupacion (VOCQ), se aplicéd secuenciacion
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rapida mediante nanoporos en diferentes escenarios clinicos y
epidemioldgicos. Estas estrategias de andlisis genémico rapido
permitieron confirmar VOCs, vigilar su importacién, resolver
brotes nosocomiales y detectar mutaciones de relevancia
clinica. Por ultimo, se disefid una estrategia de secuenciacion
dirigida a SNPs marcadores para identificar casos de la cepa de
interés en el brote de la viruela simica de 2022, que identificé
casos relacionados con el brote sin necesidad de secuenciar
genomas completos.

En el segundo bloque, centrado en M. tuberculosis, se integra-
ron enfoques moleculares tradicionales con andlisis genomicos
mediante lecturas largas. Se analizaron regiones repetitivas MIRU-
VNTR a partir de datos gendmicos para abordar la inferencia de
MIRU-tipos a partir de las secuencias gendmicas. Esto permitié
vincular las bases de datos MIRU-VNTR histéricas con los nuevos
datos obtenidos mediante secuenciacion, borrando la disconti-
nuidad analitica que habia surgido entre ambas aproximaciones
experimentales. Ademds, la incorporaciéon de secuencias largas
permiti® acceder a diversidad gendmica adicional en regiones
repetitivas habitualmente excluidas de los andlisis convencionales
a partir de lecturas cortas. Esto posibilitd redefinir clusters de
transmision, distinguir entre casos previamente considerados
como infectados con cepas idénticas e inferir la cronologia de
transmisién con mayor resolucion.

En el tercer bloque se emplearon analisis genémicos para
estudiar infecciones prolongadas por distintas especies de MNTS,
permitiendo etiquetar correctamente aquellas correspondientes
a persistencias, reinfecciones o coinfecciones, asi como estudiar
los patrones de diversidad evolutiva intrapaciente a lo largo
de la infeccion. EI andlisis gendmico reveld un amplio rango
de comportamientos evolutivos intrapaciente evidenciando la
complejidad de estas infecciones. Cabe destacar una infeccion
prolongada por M. abscessus que mostrd como la diversidad acu-
mulada como resultado de un fenotipo hipermutador supero los
umbrales de diversidad habitualmente definidos para considerar
cepas diferentes.

Los resultados demuestran que la gendémica permite dar
respuestas a diferentes demandas: como herramienta de res-
puesta rapida ante emergencias, como instrumento de inte-
gracion y refinamiento analitico en vigilancia de la transmision
de tuberculosis, y como via de mejorar la interpretacion de
infecciones prolongadas por MNTs. La tesis evidencia que los
datos genémicos permiten no solo caracterizar patdégenos, sino
reinterpretar su comportamiento evolutivo y su transmision,
proponiendo una transicion de una genémica descriptiva hacia
una gendmica interpretativa, orientada a responder a preguntas
concretasy adaptada a los retos actuales de microbiologfa clinica
y salud publica.
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