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¢Que es la secuenciacion geneética?

Es una técnica de
biologia molecular
que permite
determinar el orden
de la secuencia de

nucledtidos de un

fragmento de ADN.
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Tecnologias de la secuenciacion

Linea de tiempo

Husiai c it Sequencing of The Human The Ht:xman
CIpsie H37Rv reference z Microbiome
mitochondrial cell genome ; Genome Project The Genome PacBio sequencer Project completion
strain of Anal I hed I d J p
genome sequenced sequenced Tibercilosis completed nalyzerlaunche tenss reached

o
g

%0

1981 1995 2003 2006
1977 1990 1996 2005
&
Sanger The Human Complete First NGS
method Genome Project eukaryotic technology
developed launched genome relexred:
sequenced 454 GS20

Editado https://microbenotes.com/sanger-sequencing/

2007

The Human
Microbiome

Project
launched

&

2019

2014

Nanopore
sequencing
device released

INSTITUTO DE SALUD PUBLICA DE CHILE



‘Genes asociados a resistencia y mecanismo de accion \
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Gen rpoB

Chemotherapia 11: 285-292 (1966)

Research Laboratories, Lepetit S.p.A., Milan (Italy)
Rifampicin*: A New Orally Active Rifamycin**

N. Macar, C.R. Pasquarucct, R. BarLorra and P. Senst

Summary

The synthesis of rifampicin (3-(4-methyl-piperazinyl-iminomethyl) rifamycin
SV) starting from 3-formyl rifamycin SV is described. Rifampicin is a new rifa-
mycin highly effective by oral administration in experimental infections induced
by gram-positive and gram-negative bacteria and in experimental tuberculosis.
Its chemical behaviour, physico-chemical properties and spectrophotometric
assay method are also reported.
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Genes asociados a resistencia y mecanismo de accion
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Guias y manuales OMS
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isolates to pyrazinamide and fluoroquinolones: results from tuberculosis in highly endemic countries: a multi-country
IR G aai oty opulation-based surveillance stud
pop - y

Matteo Zignol, Anna S Dean, Natavan Alikhanova, Sénke Andres, Andrea Maurizio Cabibbe, Daniela Maria Cirillo, Andrei Dadu, Andries Dreyer,
Michéle Driesen, Christopher Gilpin, Rumina Hasan, Zahra Hasan, Sven Hoffner, Ashaque Husain, Alamdar Hussain, Nazir Ismail, Mostofa Kamal, m
Mikael Mansjo, Lindiwe Mvusi, Stefan Niemann, Shaheed V Omar, Ejaz Qadeer, Leen Rigouts, Sabine Ruesch-Gerdes, Marco Schito,

Mehriban Seyfaddinova, Alena Skrahina, Sabira Tahseen, William A Wells, Ya Diul Mukadi, Michael Kimerling, Katherine Floyd, Karin Weyer,

Mario C Raviglione

Matteo Zignol*, Andrea Maurizio Cabibbe*, Anna S Dean, Philippe Glaziou, Natavan Alikhanova, Cecilia Ama, Sonke Andres, Anna Barbova, m
Angeli Borbe-Reyes, Daniel P Chin, Daniela Maria Cirillo, Charlotte Colvin, Andrei Dadu, Andries Dreyer, Michéle Driesen, Christopher Gilpin,

Rumina Hasan, Zahra Hasan, Sven Hoffner, Alamdar Hussain, Nazir Ismail, S M Mostofa Kamal, Faisal Masood Khanzada, Michael Kimerding

Thomas Andreas Kohl, Mikael Mansjo, Paolo Miotto, Ya Diul Mukadi, Lindiwe Mvusi, Stefan Niemann, Shaheed V Omar, Leen Rigouts, Marco Schito,

Ivita Sela, Mehriban Seyfaddinova, Girts Skenders, Alena Skrahina, Sabira Tahseen, William A Wells, Alexander Zhurilo, Karin Weyer, Katherine Floyd,

Mario C Raviglione

‘& World Health
Organization

Guidance for the

surveillance of Catalogue of mutations in
drug resistance

in tuberculosis : complex and association

The use of next-generation Stk adion with drug resistance
sequencing technologies

for the detection

of mutations associated

with drug resistance

in Mycobacterium tuberculosis

complex: technical guide

Catalogue of mutations in

complex and their association
with drug resistance

Second edition

@,

[/
&=

X

{ World Health
4 Organization

World Health
Organization

INSTITUTO DE SALUD PUBLICA DE CHILE



Clasificacion mutaciones

Catalogo de OMS

ASOCIADA A RESISTENCIA

NO ASOCIADA A RESISTENCIA

Existe evidencia solida que relaciona
la mutacion con resistencia
al farmaco.

i

Se interpreta como RESISTENCIA
al farmaco correspondiente.

Existe evidencia solida de que
la mutacion no esta asociada
a resistencia.

l

Se interpreta como SENSIBLE
al farmaco correspondiente.

n w o, - —

| SIGNIFICANCI

LL t .i\m [k_L :i If - I

La evidencia disponible no permite
establecer claramente su asociacion
con resistencia.

No se puede predecir el fenotipo de
resistencia. Considerar correlaciéon
clinica y, si es posible, pruebas
fenotipicas.
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Secuenciacion Método de Sanger
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FLUJO DE SECUENCIACION SANGER

\ 3 o i
o ADN molde (9 PCR del 9 Purificacion e Reaccion de e Terminacion W G Separacion por
fragmento del producto PCR secuenciacion de cadena electroforesis capilar
% ~AGCTA @
MDM ~AGCTAG @ 3
W ..AGCTAGC |
LAGCTAGCT @ v
N J J N ’ e S / I /
=1 = | % ~
Deteccion de e Conversion e Llamado @ Secuencia @ Resultado
fluorescencia de senal de bases obtenida final
AN TC NGTA TG . TG AIG T ACSG TG AE
2| j\j\ ]\ \ T ’
} [ 5 TCAGTACGTTGAC 3
: T C A G /\/\/\/\M/\M
) L P,
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Cromatogramas y subpoblaciones en Método de Sanger

Ruido

En teoria un cromatograma siempre deberia ser perfecto, pero no siempre es asi.

CTGTGTGAAATTGTTATCCGC TCACAATTCCACACAACATACGAGCCGG AABGCATAA
110 120 130 14 150 1

Un buen cromatograma.

Crom

CTTCCCCGGOTTQCACCACAGACTTQGGGACACGTTTOCQCTCBCTCTTCTGGC(
270

it

atograma con algo de ruido.

NATTGGCAGTCACGCTGG AATAAAGQAACTBACTGBCQTTCGT COTACTGJ\T CT CACT:
270 280

T

CT CTCTCCNT TCCT CT C

70
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B
Secuenciacion Next generation
sequencing (NGS)

i H* by

1. Fragmentos de ADN 2. Union a adaptadores 3. Fijacion a pocillos

1 i ~—H—

4. Union a los cebadores 5. Amplificacion por puentes de PCR 6. Extension de los amplicones

/ T
“}
, RS =
| L A
A G
. Formacion de miiltiples amplicones ]
8. Incorporacion de nucledtidos 9. Mdltiples secuenciaciones en

paralelo



Secuenciacion Next generation
sequencing (NGS)

A B C D

— G—-A—CT-_ |
? G—A- —C“—I—

b —— / }“G“A__SiT:G_ D GoaTAGCTACG
\ e -G—~A--C-T—G-~

ADN Secuenciacion Alineamiento Secuencia
genomico en paralelo

.
— Fragmentos de ADN — Lecturas de secuenciacion ~  ---- Genoma de referencia |
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Laboratorio
(pre-secuenciacion) g

Bioinformatica _
(post-secuenciacion)

Flujo de trabajo tNGS

i

: Muestra clinica
i
L

Cultivo

Medio Lowenstein-Jensen

J
( Q@ Extraccion de ADN }

. 2
U’?ﬁ Amplificacion del target (PCR)

¥ —
S Fragmentacion/adaptacion

' -5
= Libreria (Library)

v

Secuenciacion (NGS)
¥

= Mapping (Alineamiento)

L 2

ATCGATGC

SNP calling

¥

Filtrado de variantes

Y

¥

Analisis downstream

] ©
—

Obtenciéon de ADN
de la muestra

Amplificacion de genes/
regiones de interés

Preparacion de fragmentos
para secuenciacion

Construccion de libreria
(adaptadores + indices)

Generacion de millones
de lecturas (reads)

Alineamiento de las lecturas
al genoma de referencia

Deteccion de variantes
(SNPs/indels)

Aplicacion de filtros de calidad,
frecuencia alélica, profundidad, etc.

Interpretacion clinica, reportes,
resistencia, linajes, vigilancia, etc.
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Laboratorio
(pre-secuenciacion)

(" B

—

Flujo de trabajo WGS

1. Cultivo

Aislamiento y crecimiento bacteriano
en medio Lowenstein-Jensen.

v

2. DNA extraction
Obtencién de ADN de la muestra.

b 3

v
3. DNA fragmentation

y —»  Fragmentacién del ADN en

— fragmentos pequefios.

)

Bioinformatica
(post-secuenciacion)

v

Ve

m—a 4. Library

D—
Construccion de la libreria
(adaptadores e indices).

I .

v

5. Sequencing

Secuenciacion masiva y generacion
de lecturas (reads).

X

.

A
¢ e Y
6a. Mapping 6b. De novo assembly
=% 1 1 1
Alineamiento de las lecturas Ensamblaje de novo para reconstruir
al genoma de referencia. contigs/genoma.
J \ J
‘ B s ‘ =
7a. SNP calling using 7b. SNP calling using
mapped read data genome alignment
ATCGIATGC AT C[GlAT G C
Deteccion de variantes (SNPs/indels) Deteccién de variantes (SNPs/indels)
a partir de las lecturas alineadas. L usando el ensamblaje/alineamiento.
J
L )
v N
® : @
8. Variant filteri ng Filtrado de variantes segun calidad,
' frecuencia alélica, profundidad, etc.
‘ D,
N\
9. Downstream analysis AN
==5 Interpretacion clinica, reportes,
H N resistencia, linajes, vigilancia, etc.
(]|
J
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[
Target — NGS
Kit Deeplex

S
g DEEPLEX

FPOWERED BY GEMOSCREEN

hsp65-based identification best match I
Mycobacterium tuberculosis complex
—c-15t
Spoligotype

H1 - SIT 283

2502 3 SNP-basecll‘phyligenetic lineage

sl 9ad’™" 4 Other than 4.9
Sensibilidad e
de deteccion >100

de Identificacién
subpoblacién de MNT

3%

Drug resistance associated variants®
' Gene Genomic - Codon % Variant Dx-score AA change Drug* Confidence Resistance level Reference

position change

fabG1 1673425 c-15t  99.970  3401.75 n/a
fabG1 1673425 c-16t  99.970  3401.75 n/a
rpoB 761277 atc491ttc  99.860  3102.00 1491F

[JIz8 Associated with resistance Resistant WHO 2023
N[z Associated with resistance Low WHO 2023
SIZ Associated with resistance Resistant WHO 2023

uy




Py~
: DEEPLEX Objetivos genédmicos asociados a la resistencia a farmacos en Mycobacterium

POWERED BY GENOSCREEN

Sae tuberculosis y sus farmacos correspondientes. (* genes completos)

Farmacos

Objetivos gendmicos

rpoB Rifampicina
INhA Isoniazida, etionamida
fabG1 Isoniazida, etionamida
katG Isoniazida
ahpC Isoniazida
PNcA* Pirazinamida
embB Etambutol
gidB* Estreptomicina, amikacina, kanamicina, capreomicina
rpsiL” Estreptomicina, amikacina, kanamicina,
capreomicina
eis Kanamicina
tiyA* Capreomicina
gyrA Fluoroquinolonas
gyrB Etionamida
ethA* Linezolid
rvO678%* Bedaquilina, clofazimina



Informe de resultados

Deeplex - WGS

7

1. Historial del
paciente

~

2. Datos
epidemiologicos

N
3. Pruebas de biologia
molecular

N

7

4. GeneXpert® MTB/RIF
y otras plataformas

N

5. Pruebas fenotipicas

=

=

6. Secuenciaciones
previas

~

( N
Perfil de resistencia Linajes y relaciones Correlacion y evolucion Reporte clinico Apoyo a decisiones
a farmacos filogenéticas del paciente y recomendaciones clinicas y de salud
publica
: 8-3
~ J
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Informe de resultados &*Neep| EX
Deeplex NGS 'ng P amosereel
RESULTADO ESTUDIO DE SUSCEPTIBILIDAD
w%z% FARMACO REGION GEN MUTACION INTERPRETACION
§.,;§., Rifampicina Rv0667 rpoB H445C Resistencia detectada
<
IR Isoniacida Rv1908c katG Sin mutacion ——
Isoniacida Rv1484 inhA c.-15C>T Resistencia detectada
Pirazinamida Rv2043c pncA Sin mutacion Resistencia no detectada
Xpert Ultra: Etambutol RV3795 embB M306! Resistencia detectada
Resistencia detectada Fluoroquinolonas Rv0006 gyrA Sin mutacion Resistencia no detectada
Fluoroquinolonas Rv0005 gyrB Sin mutacion Resistencia no detectada
Aminoglucoésidos s s Sin mutacion Resistencia no detectada
Xpert XDR: Capreomicina Rv1694 tiyA Sin mutacion Resistencia no detectada
Resistencia detectada Kanamicina Rv2416¢ eis Sin mutacion Resistencia no detectada
Isoniacida Linezolid rm m Sin mutacion Resistencia no detectada
Linezolid Rv0701 rpiC Sin mutacion Resistencia no detectada
Bedaquilina/Clofazimina Rv0678 Rv0678 Sin mutacion Resistencia no detectada

rpoB: H445C inhA: c. -15C>T embB: M306]
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Informe de resultados
Deeplex NGS

KAk
. DEEPLEX

POWERED BY GENOSCREEN

SAv

RESULTADO ESTUDIO DE SUSCEPTIBILIDAD

FARMACD

REGION

MUTACION

INTERPRETACIDN

Xpert Ultra:
Resistencia detectada

Xpert XDR:
Resistencia NO
detectada Isoniacida

Isoniacida Rv1484 inhA Sin mutacion | @ -
Pirazinamida Rv2043c pncA Sin mutacion Resistencia no detectada
Etambutol Rv3795 embB Sin mutacion Resistencia no detectada
Fluoroquinolonas Rv0006 gyrA Sin mutacion Resistencia no detectada
Fluoroquinolonas Rv0005 qyrB Sin mutacién Resistencia no detectada
Aminoglucésidos rrs s Sin mutacién Resistencia no detectada
Capreomicina Rv1694 tlyA Sin mutacion Resistencia no detectada
Kanamicina Rv2416¢ eis Sin mutacion Resistencia no detectada
Bedaquilina/Clofazimina Rv0678 Rv0678 Sin mutacién Resistencia no detectada
Linezolid rrl rrl Sin mutacion Resistencia no detectada
Linezolid Rv0701 rpiC Sin mutacion Resistencia no detectada

rpoB: H445C

katG: F102fs

INSTITUTO DE SALUD PUBLICA DE CHILE




Informe de resultados &*SEEPLEX
Deeplex NGS 'asﬁ
RESULTADO ESTUDIO DE SUSCEPTIBILIDAD
FARMACO REGION GEN MUTACION INTERPRETACION
Rifampicina Rv0667 rpoB 1491F Resistencia detectada
Isoniacida Rv1908c katG Sin mutacion | @ —————

' Pirazinamida Rv2043c pncA Sin mutacién Resistencia no detectada
R;(S?:t:nlili:?\.l o Etambutol Rv3795 embB Sin mutacién Resistencia no detectada
detectada Fluoroquinolonas Rv0006 gyrA Sin mutacién Resistencia no detectada
Fluoroquinolonas Rv0005 gyrB Sin mutacién Resistencia no detectada
Aminoglucosidos rrs rrs Sin mutacion Resistencia no detectada
Xpert XDR: Capreomicina Rv1694 tlyA Sin mutacion Resistencia no detectada
Resistencia Kanamicina Rv2416¢ eis Sin mutacion Resistencia no detectada
detectada Isoniacida Bedaquilina/Clofazimina Rv0678 Rv0678 Sin mutacion Resistencia no detectada
Linezolid Rv0701 rplC Sin mutacion Resistencia no detectada
Linezolid rrl rrl Sin mutacion Resistencia no detectada

rpoB: 1491F inhA: c. -15C>T
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[
Esquema de genes Xpert ultra y Xpert XDR

Isoniacida
katG
311-319
Promotor inhA fabG1 inhA
-1-32 199 -210
OxyR ahpC

CE—

e I

Region intergénica

-5-50

-

Fluoroquinolonas

gyrB gyrA

87-95 531-544

o

/

/ Amikacina - Kanamicina - Capreomicina

~

rrs

W www >

1396-1417 pb

Promotor eis eis

K -35-10

4
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Esquema de gen rpoB y sonda Xpert ultra

Rifampicin Resistance Determining Region

—

-~~
—y
-—y
e B

TTC TTC GGC ACC AGC CAG CTG AGC CAA TTC ATG GAC CAG AAC AAC CCG CTG TCG GGG TIT GAC CCA CAA GCG CCG ACT GTC GGG CCC
Phe Phe Gly Thr Ser GIn Leu Ser GIln Phe Met Asp Gln Asn Asn Pro Leu Ser Gly Phe Asp Pro Gln Ala Pro Thr Val Gly Pro
E. coli 507 508 509 510 511 512 513 514 515 516 517 518 519 520 521 522 523 524 525 526 527 528 529 530 531 532 533 534 535
M. tuberculosis 426 427 428 429 430 431 432 433 434 435 436 437 438 439 440 441 442 443 444 445 446 447 448 449 450 451 452 453 454

l Sonda 1 ]
l Sonda 2 ]

Sonda 3 ]

B, His451Gly
His451Pro

Rifampicin ) p
© RRDRregion

~
~

[ Sonda 4 ]

s 29 e
W~ <%y W Key:

"‘11’.4}7 @ alsubunit @ PBsubunit @ w subunit
@ all subunit @ B'subunit @ o subunit
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ESTUDIO DE CLUSTER DE TUBERCULOSIS MEDIANTE WGS

1. Muestras clinicas 2. Secuenciacion 3. Control de calidad 4. Andlisis genémico 5. Definicion de cluster
del genoma completo (WGS) y procesamiento
R ATCG S e e o
oo e (b
® ' A ~
—) =} °o e e = e
® & . B[] ' ﬂ ﬂ n i [~ Umbral genético
R—— o o o ESEERE \ /| (e <5SNPs)
- —— — ® e il
v A A A T — -_ * e o X /'_.\‘.
Ea — « Control de calidad ) NEENEEN ﬂ w "\\ ﬂ ,"
« Pacientes con TB « Extraccién de ADN v Eilgado GG + Matriz de SNPs o —— ~—--
Disti ; 9 - ) : + Filtrado de SNPs !
+ Distintas localidades * Preparacion de librerias « Alineamiento al genoma - + Matriz de distancias + Casos dentro del umbral = Cluster
+ Distinto tiempo « Secuenciacion (Illumina) de referencia (H37Rv) * SNPs en posiciones genéticas

+ Casos fuera del umbral = No relacionado

J

« Llamado de variantes (SNPs) confiables

{

6. Integracion epidemioldgica

Ejemplo de arbol filogenético (SNPs)

- ‘ Cluster 1
(" B —4?’,_—.4 i (<5SNPs)

o e
!

7. Interpretacion y accion

—> 0 —@ ' Cluster2
a ® | I I i (<5SNPs)

—= P —y |

+ Fecha de diagnéstico STl Identificacion de Deteccion de brotes Orientacion a Monitoreo y RIS RRSS IS Tk SR St i .
« Lugar / establecimiento transmision reciente  y cadenas de transmision  intervenciones de evaluacion v © i+ Cluster 3
salud publica I—. (< 5 SNPs)

+» Datos demogréficos k

+ Factores de riesgo

® No relacionado

10 SNPs
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Scientific Reports 15, Article number: 3823 (2025)

Cluster_Level 2
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Genoma completo y vigilancia

filogeografica

Citation: Lagos J, Couvin D, Arata L, Tognarelli J, Aguayo C, Leiva T, et al. (2016)
Analysis of Mycobacterium tuberculosis Genotypic Lineage Distribution in Chile and
Neighboring Countries. PLoS ONE 11(8): e0160434.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.01604 34
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