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NOTA TÉCNICA

Soluciones de automatización 
para la vigilancia de la seguridad 
alimentaria con MiSeq™ i100 Series

Librerías de gran uniformidad y datos de alta calidad 
para la detección de patógenos de origen alimentario

Reducción del tiempo 
de participación activa

Rendimiento 
constante y fiable 

Cobertura completa 
de genomas 
bacterianos
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Introducción
La gestión de la seguridad alimentaria es una parte 
esencial de la salud pública. Las enfermedades de origen 
alimentario relacionadas con la contaminación microbiana 
por bacterias patógenas representan una amenaza 
considerable para la salud humana. En particular, las cepas 
bacterianas recurrentes, emergentes o persistentes 
(REP), incluidas E. coli patógena, Listeria, Campylobacter, 
Shigella y Salmonella, pueden causar periódicamente 
brotes agudos.1,2 

El uso de métodos de laboratorio para clasificar las bacterias 
entéricas, incluida Salmonella, ha sido fundamental para 
identificar posibles brotes y vincular las enfermedades 
causadas por bacterias con fuentes del brote. En Estados 
Unidos, la vigilancia molecular nacional mediante 
secuenciación de nueva generación (NGS, next-generation 
sequencing) evita más de 250 000 enfermedades por 
bacterias entéricas cada año y ahorra medio millón de 
dólares en costes médicos y pérdida de productividad.3,4

Aunque la secuenciación del genoma completo (WGS) 
con NGS ha proporcionado ventajas significativas en la 
velocidad, la precisión y la profundidad de la información 
para los laboratorios de microbiología, la preparación de 
librerías sigue siendo un cuello de botella. La automatización 
de la preparación de librerías mediante un sistema de 
manipulación de líquidos genera librerías uniformes 
con menos tiempo de participación activa y menos 
oportunidades de error humano.5

Esta nota técnica demuestra el rendimiento de un flujo de 
trabajo de NGS completo que integra tres opciones para 
automatizar la preparación de librerías utilizando Illumina 
DNA Prep con secuenciación en MiSeq i100 Series y el 
análisis con el software DRAGEN™ para obtener eficiencia 
y precisión en la vigilancia de la seguridad alimentaria 
(figura 1).6

Métodos

Muestras

Treinta y dos cepas aisladas de Salmonella enterica 
recogidas como parte de la vigilancia rutinaria de 
PulseNet7 se cultivaron en base de agar con sangre 
BBL (sin añadir sangre) (BD, n.º de catálogo 211037). 
El ADN genómico (ADNg) se extrajo con Wizard 
Genomic DNA Purification Kit (Promega, n.º de catálogo 
A1120) con ligeras modificaciones en el protocolo para 
el aislamiento de ADNg de bacterias gramnegativas.8 
El ADNg purificado se cuantificó con el kit de ensayo 
Qubit dsDNA BR (Thermo Fisher Scientific, n.º de 
catálogo Q32853) antes de la preparación de librerías.

Preparación de librerías

Las librerías listas para el secuenciador se prepararon 
por triplicado utilizando tres opciones para soluciones 
automatizadas y una opción manual para Illumina 
DNA Prep (Illumina, n.º de catálogo 20060059). 
Para normalizar el rendimiento de las librerías, 
se utilizaron como aporte 100 ng de ADNg extraído 
por muestra. Para obtener un tamaño de fragmento 
óptimo en MiSeq i100 Series, se incluyó una ronda 
adicional de purificación con bolas con una relación 
bola/muestra de 0,5x para eliminar fragmentos cortos.9 
Las tres soluciones de automatización evaluadas fueron 
Biomek NGenius Next Generation Library Prep System 
(Beckman Counter, n.º de catálogo C62), Biomek i7 
Automated Workstation (Beckman Coulter, n.º de 
catálogo B87585) y la plataforma firefly (SPT Labtech) 
(tabla 1). 

Figura 1: Flujo de trabajo de NGS completo para la detección de Salmonella
Combine soluciones automatizadas para la preparación de librerías de Illumina con la secuenciación en MiSeq i100 Series 
y el análisis secundario de DRAGEN para una vigilancia precisa del patógeno de transmisión alimentaria Salmonella.
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La calidad y la concentración de las librerías 
amplificadas por PCR se evaluaron con el 4200 
TapeStation System (Agilent Technologies, n.º de 
catálogo G2991BA) y Qubit 1X dsDNA High Sensitivity 
(HS) Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, n.º de catálogo 
Q33231) antes de la agrupación.

Secuenciación

Las librerías preparadas se agruparon por volumen 
y se diluyeron a una concentración de carga de 
60 pM (32 librerías/experimento). La secuenciación se 
realizó en MiSeq i100 Plus System con una celda de 
flujo de 25 M con una configuración de experimento 
de 2 × 301 pb. En el caso de estudios más grandes, 
los experimentos de secuenciación se pueden 
ampliar a los sistemas NextSeq™ 1000, NextSeq 2000 
o NovaSeq™ 6000.

Análisis de datos

Una vez finalizada la secuenciación, los datos se 
transmitieron a BaseSpace™ Sequence Hub y se 
procesaron con FASTQ Toolkit (v2.2.6) para reducir 
la muestra de los conjuntos de datos a 700 000 
lecturas "paired-end" (PE). El análisis se realizó con la 
aplicación DRAGEN Small Whole-Genome Sequencing 
(sWGS) (v4.3.13) para obtener la cobertura del 
genoma, métricas de profundidad media y métricas 
de ensayo adicionales.

Resultados

Criterios de medición de secuenciación

MiSeq i100 Plus System generó datos de secuenciación 
con un promedio de ≥96,5 % de bases por encima de 
Q30 y ≥75 % de lecturas que superaron el filtro (PF) 
(tabla 2). La concentración de librerías preparadas 
con métodos automatizados y manuales fue similar 
(figura 2A). 

El porcentaje de lecturas demultiplexadas, 
que representa la proporción del número total de 
lecturas que se asignaron correctamente a una muestra 
en función de su código de barras, muestra valores 
similares con un coeficiente de variación (CV) bajo 
(≤10 %) en los métodos automatizados y manuales, 
lo que indica, además, que se obtuvieron datos de 
buena calidad con todos los métodos de preparación 
de librerías evaluados (figura 2B). 

Tamaño medio de los fragmentos

El tamaño del fragmento es un parámetro importante 
en la preparación de librerías de NGS y puede verse 
afectado por condiciones de reacción de tagmentación, 
como el tiempo, la temperatura y los pasos de limpieza 
de librerías con bolas de purificación de Illumina. 
La preparación de librerías automatizada dio como 
resultado una mediana de tamaño de fragmento 
uniforme que era mayor que la observada con la 
preparación manual de librerías (figura 3). 

Tabla 1: Tiempos de ensayo con métodos de 
preparación de librerías manuales y automatizados

Métodoª
Tiempo de 

automatización

Tiempo de 
participación 

activa

Duración 
total del 
ensayo

Manual N/D 60-90 min ~4-4,5 h

Biomek 
NGenius 21 h 45 min ~45 min ~21 h 

45 minᵇ

Biomek i7 ~4 h 10 min ~20-24 min ~4 h 34 min

SPT firefly 3 h 8 min ~20-22 min ~3 h 28 min

a.	 96 muestras por experimento.
b.	 El tiempo de ejecución de Biomek NGenius para procesar 24 muestras 

es de 7 horas y 15 minutos.

Tabla 2: Métricas de secuenciación y tiempos de ejecución con métodos de preparación de librerías manuales 
y automatizados

Método % de media 
de Q30 % de PF N.º total de lecturas 

PE PF
Duración del experimento 

de secuenciación

Manual 97,95 ± 0,40 81,09 ± 8,4 64 122 141 14 h 13 min

Biomek NGenius 97,92 ± 0,18 77,72 ± 0,96 61 455 112 14 h 2 min

Biomek i7 96,67 ± 0,55 78,04 ± 2,79 61 710 695 14 h 2 min

SPT firefly 97,66 ± 0,13 75,31 ± 1,49 59 551 797 14 h 21 min
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Cobertura del genoma

El análisis de DRAGEN sWGS demostró que ≥90 % 
del genoma de Salmonella estaba cubierto con una 
profundidad de cobertura de ≥20x, como se muestra 
al hacer una media móvil de la cobertura en una 
muestra representativa (figura 4) y en 30 de las 
33 muestras analizadas (figura 5). La mediana más 
corta del tamaño del fragmento con la preparación 
manual (figura 3) puede explicar la menor profundidad 
de cobertura observada con la preparación manual 
(figura 4), aunque aún logra una cobertura completa 
del genoma (figura 5).

A.

B.

Figura 2: Datos de alta calidad con métodos 
automatizados
(A) Las concentraciones de librerías preparadas con 
varios métodos automatizados fueron similares a las de 
la preparación manual, con valores de coeficiente de 
variación (CV) ligeramente inferiores. (B) Los métodos 
automatizados para la preparación de librerías dan 
como resultado datos de secuenciación de alta calidad 
con un porcentaje de valores demultiplexados similares 
a la preparación manual de librerías.
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Figura 3: Mediana de tamaño de fragmento uniforme 
con métodos automatizados
La mediana del tamaño del fragmento para los 
métodos de preparación de librerías automatizadas 
fue sistemáticamente mayor que la mediana del tamaño 
del fragmento generado con la preparación manual 
de librerías.
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Figura 4: Cobertura del genoma con métodos 
automatizados
Los métodos automatizados para la preparación de 
librerías dan como resultado datos de secuenciación de 
alta calidad, como se muestra por un promedio continuo 
de cobertura del genoma en una muestra representativa.
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Resumen
Las enfermedades de origen alimentario relacionadas 
con la contaminación microbiana por bacterias 
representan una amenaza considerable para la salud 
humana. Los métodos automatizados generan librerías 
uniformes con menos tiempo de participación activa 
y menos oportunidades de error humano. MiSeq i100 
Series puede incorporar métodos automatizados en 
la preparación de librerías para permitir un flujo de 
trabajo de NGS rápido y completo que proporcione 
datos de alta calidad para una vigilancia eficaz como 
parte de las medidas adoptadas por las instituciones 
de salud pública.

Más información →

Illumina DNA Prep

MiSeq i100 Series
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Figura 5: Cobertura completa del genoma con 
métodos automatizados en todas las muestras
Los métodos automatizados para la preparación de 
librerías dan lugar a datos de secuenciación de alta 
calidad con aproximadamente el 90 % del genoma con 
una cobertura 20 veces superior o incluso más, en todas 
las muestras analizadas, excepto en una réplica atípica 
(muestra 7) que obtuvo un rendimiento inferior en la 
plataforma Biomek NGenius.
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