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SECUENCIACIÓN 
GENÓMICA





Secuenciación de Sanger

• Gran exactitud 99,99 % (gold standard)

• Tamaños amplicón 800-900 pb

• Más barata si tienes que secuenciar 
menos de 20 fragmentos de ADN

• Más rápida si tienes pocos fragmentos



Aplicaciones en microbiología de la 
secuenciación de Sanger

Resistencias 23S rRNA: Mutaciones asociadas a R Claritromicina en Helicobacter pylori

Identificación de 
microorganismos 

Secuenciación de bacterias: 16s, gen sod

Secuenciación de hongos: ITS y gen 18s

Secuenciación de micobacterias: gen rpoB, hsp65

Diagnóstico 
infecciones 

monomicrobianas
Endocarditis infecciosa 



INTRODUCCIÓN DE LAS TECNOLOGÍAS DE 
SECUENCIACIÓN MASIVA (NGS) EN EL 
LABORATORIO DE MICROBIOLOGÍA 
CLÍNICA



Secuenciación masiva (NGS)

Altamente paralelas: ocurren 
muchas reacciones de 
secuenciación al mismo tiempo.

Microescala: las reacciones son 
diminutas y se pueden hacer 
muchas a la vez en un chip.

Rápidas: puesto que las 
reacciones se realizan en 
paralelo, los resultados están 
listos mucho más rápido.

Más secuenciación por menos 
dinero: secuenciar un genoma 
es más barato que con la 
secuenciación de Sanger.



Secuenciadores de segunda generación 
ó de cadena corta

Secuenciación 
por síntesis

Fragmentos con una 
longitud máxima de 

300 pb

Procesa millones 
de fragmentos al 

mismo tiempo

Secuenciadores de tercera generación 
ó de cadena larga

Secuenciación de 
cadena única

Lecturas de 1.000 
a 100.000 

nucleótidos

Procesa cientos de 
millones de 

secuencias al 
mismo tiempo

Secuenciación masiva (NGS)



FLUJO DE TRABAJO



APLICACIONES SECUENCIACIÓN MASIVA



Secuenciación dirigida Secuenciación no dirigida

Metagenómica

16s metabarcoding

WGS 

Amplicones



LECTURA CORTA (Illumina)

ALTA CALIDAD (pocos errores)

GENOMA “TROCEADO” EN MÚLTIPLES TROZOS (CONTIGS)

MiSeq Illumina

LECTURA LARGA (MinION, PacBIO)

CALIDAD “BAJA” 

FRAGMENTOS GENÉTICOS GRANDES

Minion Oxford Nanopore

Tecnologías disponibles



Tecnología secuenciación Oxford Nanopore



Tecnología de secuenciación Illumina



ADN

Illumina DNA Prep
Cultivo

PCRs

Muestra 
clínica 
directa



Tecnología de secuenciación Illumina

Generación de clusters Secuenciación por síntesis
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Formato FASTQ

• Encabezado: @Identificador de la 
secuencia

• Secuencia: Compuesta por A, G, C y T 
y N cuando el secuenciador no es 
capaz de asignar

• Indicador del fin de secuencia +

• Parámetros de calidad de la 
secuencia en código ASCII



• Variant calling: Se analizan las lecturas 
mapeadas buscando las diferencias 
respecto al genoma de referencia.

• Alineamiento: Mapeamos las lecturas con 
el genoma de referencia.• Las lecturas se ensamblan superponiendo 

las secuencias y forman los Contig.



Calidad de las secuencias



PF: passing filter





APLICACIONES SECUENCIACIÓN MASIVA



EPIDEMIOLOGÍA SARS-CoV-2
Secuenciación protocolo ARTIC Primers v.4 → v.5.3.2.



EPIDEMIOLOGÍA 
SARS-CoV-2

Análisis manual mutaciones impropias



EPIDEMIOLOGÍA SARS-CoV-2

• Facilidad de propagación

• Gravedad de la enfermedad

• Eficacia de vacunas, tratamientos

• Impacto en las herramientas de diagnóstico

DESCRIPCIÓN NUEVAS VARIANTES:

CIRCULACIÓN

CADENAS DE TRANSMISIÓN



EPIDEMIOLOGÍA: circulación de variantes

• Regional: Circulación Galicia • Nacional: España SARS-CoV-2



EPIDEMIOLOGÍA: circulación de variantes

• Internacional



EPIDEMIOLOGÍA SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 en aguas residuales



Epidemiología GRIPE A/B y VRS



Relación epidemiológica

• Enterobacterias
• Pseudomonas aeruginosa
• Legionella pneumophila
• Listeria monocytogenes
• Mycobacterium tuberculosis
• Staphylococcus aureus
• Staphylococcus lugdunensis

Caracterización bacterias

• Enterobacterias: Klebsiella sp, 
Escherichia coli, Citrobacter 
freundii, Enterobacter sp, Serratia 
marcescens, Proteus sp

• P. aeruginosa
• Enterococcus faecalis
• Stenotrophomonas maltophilia
• Streptococcus pyogenes
• Neisseria meningitidis
• Clostridium difficile

Epidemiología 
bacterias

Caracterización 
bacterias y 
mecanismos R



MLST +
VIGILANCIA GLOBAL 

TRAZABILIDAD DE CLONES A GRAN ESCALA

Aproximaciones basadas en SNPs 
(Single nucleotide polimorphism)

VIGILANCIA LOCAL
ESTUDIO DE PROCESOS MICROEVOLUTIVOS EN CORTOS 

PERIODOS (BROTES)

EPIDEMIOLOGÍA BACTERIAS



Organism Relatedness threshold Reference

A. baumanni ≤3 Halachev MR et al, Genome Med 2014

C. coli, C. jejuni ≤15 Llarena AK et al, J Clin Microbiol 2017

C. difficile ≤4 Kumar N et al, Clin Infect Dis 2016

E. faecium ≤16 de Been M et al. J Clin Microbiol 2015

E. coli ≤10 Roer L et al, J Antimicrob Chemother 2017

F. tulariansis ≤2 Afset J et al, Euro Surveill 2015

K. pneumoniae ≤18 Snitkin ES et al, Sci Transl Med 2012

L. pneumophila ≤15 David S et al, J Clin Microbiol 2016

L. monocytogenes ≤3 Kvistholm JA et al, Clin Infect Dis 2016

M. abscessus ≤30 Trovato A et al, Int J Mycobacteriol 2017

M. tuberculosis ≤12 Kohl T et al, J Clin Microbiol 2014

N. gonorrhoeae ≤14 De Silva D et al, Lancet Infect Dis 2016

P. aeruginosa ≤37 Snyder LA et al, Euro Surveill 2013

S. enterica ≤4 Bekal S et al, J Clin Microbiol 2016

S. typhimurium ≤2 Phillips A et al, BMC Microbiol 2016

S. aureus ≤15 Bartels MD et al, Euro Surveill 2015

EPIDEMIOLOGÍA BACTERIAS: SNPs



Ejemplo acumulación de casos

N.º AISLADO 1 (ARGA00126) 2 (ARGA00127) 3 (ARGA00128) 4 (ARGA00129) 5 (ARGA00131)

IDENTIFICACIÓN 
MOLECULAR

K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae

SECUENCIOTIPO ST147 ST147 ST147 ST17 ST147

1, 2 y 3 diferencia de 1 SNP entre ellos → son el mismo

Aislado 5 > 20 SNPs (media 480 SNPs) → No pertenece al mismo clon





Klebsiella pneumoniae



Acumulación casos Legionella pneumophila

1000 SNPs

50.000 SNPs



APLICACIONES SECUENCIACIÓN MASIVA



• Objetivo: lograr un diagnóstico 
microbiológico completo y de 
calidad, integrando la 
secuenciación genómica en 
todos los casos de 
infección/colonización por 
microorganismos resistentes a 
los antibióticos.

• El laboratorio de microbiología 
del CHUAC forma parte del 
centro coordinador de la 
plataforma de análisis 
bioinformático de 
microorganismos 
multirresistentes del CIBER de 
enfermedades infecciosas.



ENTEROBACTERIAS





• Aproximación mediante alineamiento 
de lecturas frente a genoma de cepa  
de referencia sensible

• Más complejo a nivel computacional

Pseudomonas aeruginosa: RESISTOMA 
MUTACIONAL (mutaciones cromosómicas)





ESTUDIO DE RESISTENCIAS SARS-CoV-2

• RESISTENCIA A REMDESIVIR • A449V: Se ha descrito en 2 
pacientes con baja respuesta a 
RDV pero no hay estudios 
específicos de sensibilidad.

• P323L: No se ha descrito por 
conferir resistencia a RDV pero 
sí por conferir ventaja en la 
transmisión.



ESTUDIO RESISTENCIAS VIH





APLICACIONES SECUENCIACIÓN MASIVA



Caracterización bacterias: 
Streptococcus pyogenes M1UK

SECUENCIA SERVICIO MUESTRA FECHA ST
GEN PROT M

ARGA00230 UCI BAS 24/04/23
ST-28

EMM.1.0

ARGA00235 CCA Válvula 26/04/23
ST-28

EMM.1.0

ARGA00249 URG Sangre 08/03/23
ST-28

EMM.1.40

ARGA00250 URG Sangre 13/03/23
ST-28

EMM.1.0

ARGA00251 URG Sangre 03/03/23
ST-28

EMM.1.0

ARGA00252 URG Sangre 14/02/23
ST-242

EMM.12.37

ARGA00253 URG Sangre 05/02/23
ST-458

EMM.28.0

ARGA00254 URG Sangre 18/01/23
ST-242

EMM.12.37

ARGA00255 UCIC CATÉTER 07/05/23
ST-28

EMM.1.0

ARGA00256 PAC EX FARINGEO 16/05/23
ST-62

EMM.87.0

ARGA00257 URG Sangre 09/06/23
ST-28

EMM.1.40

ARGA00258 URG Sangre 16/02/23
ST-28

EMM.1.0



Caracterización bacterias: 
Neisseria meningitidis

SECUENCIA PETICIÓN NHC SERVICIO MUESTRA FECHA ST Serotipado Genotipado

ARGA00220 51616881 5024246 URX PED SANGRE 09/03/16
11 W VR1:5; VR2:2

ARGA00221 52308901 4488643 UCI SANGRE 26/01/23
11 W VR1:5; VR2:2



APLICACIONES SECUENCIACIÓN MASIVA



Secuenciación dirigida Secuenciación no dirigida

Metagenómica

16s metabarcoding

WGS 

Amplicones



Metagenómica secuenciación Monkey Pox

Viruela del mono: Julio 2022 y mayo de 2023 → Emergencia de Salud Pública



Metagenómica en el diagnóstico 
enfermedades infecciosas

Diagnóstico 
ultrarrápido de 

patologías infecciosas.

Metagenómica en 
tiempo real del/los 
microorganismos y 

genes de resistencia y 
virulencia asociados.



METAGENÓMICA BAL



METAGENÓMICA LCR



APLICACIONES SECUENCIACIÓN MASIVA



Secuenciación dirigida Secuenciación no dirigida

Metagenómica

16s metabarcoding

WGS 

Amplicones



Técnica 16s metabarcoding



ESTUDIOS MICROBIOMA CHUAC

CARDIOLOGÍA

• Muestras estudiadas: Heces y Saliva

• Dos grupos: Control e intervencionista

• Seguimiento durante  1 año

• 51 participantes

ONCOLOGÍA DIGESTIVO

• Muestras estudiadas: Heces, saliva, 
líquido subgingival, tumores y 
metástasis

• Dos grupos: Sanos y Pacientes con 
Cáncer Colorrectal

• Seguimiento 3 años

• Aproximadamente 150 participantes



RESULTADOS MICROBIOMA CARDIOLOGÍA



RESULTADOS MICROBIOMA ONCOLOGÍA 
DIGESTIVA

• Bacterias que podrían 
usarse como 
BIOMARCADORES de 
cancer colorrectal no 
invasivos (heces)

• Descripción de 
Bacterias protectoras 
que podrían usarse 
como probióticos.
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