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Mensajes clave:

o La vigilancia mundial de las secuencias genéticas del SARS-CoV-2 y de los metadatos conexos sirve de apoyo
a la respuesta ante el brote de COVID-19. Facilita el seguimiento de la propagacion geografica y temporal del
SARS-CoV-2 y la pronta deteccion y evaluacion de mutaciones que puedan influir en el poder patdégeno o la
transmision del virus o en las medidas de respuesta adoptadas (como las vacunas, el tratamiento y las pruebas
diagnosticas).

e  Aunque el costo y la complejidad de la secuenciacion genética se han reducido notablemente, un programa
eficaz de secuenciacion sigue requiriendo una inversion considerable en personal, equipo, reactivos e
infraestructura bioinformatica. Asimismo, es imprescindible la colaboracion si se desea producir datos de buena
calidad y emplearlos de manera provechosa.

e Se alienta a los paises a que consignen sin demora las secuencias del SARS-CoV-2 en bases de datos publicas para
que la comunidad cientifica pueda utilizarlas con fines de salud publica. Invertir en una red escalonada de
secuenciacion del SARS-CoV-2 de dmbito mundial permitird elaborar programas internacionales de secuenciacion
solidos y de calidad para detectar y afrontar otros brotes de patdogenos que puedan producirse en el futuro.

Antecedentes

En el ultimo decenio, los datos de las secuencias genéticas de los patdogenos han adquirido un papel crucial en la
deteccion y el manejo de los brotes de enfermedades infecciosas, contribuyendo al desarrollo de pruebas diagnosticas,
medicamentos y vacunas y orientando la respuesta sanitaria (/—//). La irrupcion del nuevo coronavirus, que mas
tarde pasé de denominarse coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave de tipo 2 (SARS-CoV-2), ha venido a
subrayar la importancia de los datos de secuencias genéticas. En el transcurso de un afio desde la primera
identificacion del SARS-CoV-2, se han registrado mas de 280 000 secuencias genémicas completas en bases de
datos de acceso publico (/2). La inmediatez del analisis de los datos ha repercutido en gran medida en la respuesta
de salud publica (12—16). En el cuadro 1 se muestran los objetivos de la secuenciacion del genoma del SARS-CoV-
2 con fines de salud publica.

La utilidad de los datos de secuencias genéticas para la salud publica resulta cada vez mas evidente y, por ello, en
todo el mundo se esté invirtiendo en centros y programas de secuenciacion. Aunque la disminucion del costo y de la
complejidad de la generacion de datos de secuencias genéticas facilita el aumento de la capacidad de secuenciacion,
su generalizacion sigue constituyendo un reto. Existe una gran desigualdad en el mundo en cuanto a capacidad de
secuenciacion del SARS-CoV-2, y la mayor parte de los datos de secuencias genéticas proceden de paises de ingresos
altos.

Cuadro 1. Objetivos de la secuenciacion del genoma del SARS-CoV-2 con fines de salud publica.

Actividades que no requieren muchos recursos Actividades que requieren la prosecucion de la labor de secuenciacion durante un periodo
y para cuyo seguimiento no es necesaria la mas prolongado
secuenciacion o solo ocasionalmente
- Identificar el SARS-CoV-2 como agente causal de Evolucion del SARS-CoV-2 y sus Seguimiento de la circulacién y la actividad del virus:
la enfermedad. repercusiones en: - Investigar la  propagacion geografica y la
- Elaborar pruebas diagnosticas para el SARS-CoV- - la modificacion del comportamiento reintroduccion entre poblaciones.
2. virico (cambio fenotipico), por - Investigar los brotes en determinados entornos y
- Sustentar el desarrollo de tratamientos y vacunas. ejemplo, la tasa de transmision o el poblaciones (por ejemplo, en hospitales).
- Investigar el origen del SARS-CoV-2y la fecha de poder patogeno; - Rastrear la reintroduccion zoondtica, de otras especies
la transmision inicial al ser humano (en curso). - la inmunidad (por infeccion natural o al ser humano o viceversa.
- Reinfeccion: vacunacion); - Vigilar las aguas ambientales y residuales.
e  Evaluar y mejorar la comprension de este - las pruebas diagndsticas - Apoyar la vigilancia convencional cuantificando el
fendmeno. (moleculares, serologicas o periodo de transmision, evaluando sus factores y
e Distinguir la infeccion prolongada de la antigénicas); determinando el grado de transmision en la poblacion.
reinfeccion en un individuo. - los tratamientos (por ejemplo,
anticuerpos monoclonales).
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Finalidad del presente documento

En el presente documento se brindan orientaciones a los responsables politicos de &mbito nacional y a las partes
interesadas para que, ante el avance de la pandemia, obtengan el maximo provecho posible de la secuenciacion del
genoma del SARS-CoV-2 en beneficio de la salud publica, a corto y largo plazo. En él se plantean consideraciones
practicas para la puesta en marcha de un programa de secuenciacion de genomas viricos y se examinan los objetivos
de la secuenciacion gendomica con fines de salud publica. Si bien las presentes orientaciones se refieren al SARS-
CoV-2, son aplicables a otros patdégenos que pueden representar un problema de salud publica. Se recomienda a los
paises que deseen adquirir capacidad de secuenciacion del SARS-CoV-2 que aprovechen para elaborar un plan mas
amplio de desarrollo de la capacidad de deteccion y seguimiento de patdogenos de importancia para la salud publica.

Otras orientaciones de la OMS

La OMS ha elaborado la guia de aplicaciéon Genomic sequencing of SARS-CoV-2: a guide to implementation for
maximum impact on public health (Secuenciacion del genoma del SARS-CoV-2: guia de aplicacion para potenciar
su repercusion en la salud publica) en colaboracion con expertos en secuenciacion de todo el mundo. Dicha guia
contiene informacién mas completa sobre la secuenciacion del SARS-CoV-2 y esta dirigida a quienes se ocupan de
poner en marcha programas de secuenciacion (17). En ella se examinan a fondo sus diversos usos y se ofrecen
recomendaciones técnicas sobre la secuenciacion de patdgenos en el contexto de la pandemia de COVID-19. Ademaés
de consultar estos y otros documentos publicados, es conveniente que los laboratorios con poca experiencia en
secuenciacion se ofrezcan a colaborar con laboratorios experimentados y se adhieran a redes de laboratorios con
competencia técnica en secuenciacion o creen sus propias redes.

1. Introduccién al SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 se ha clasificado dentro del género Betacoronavirus (subgénero Sarbecovirus), perteneciente a la
familia Coronaviridae (18). Se trata de un virus encapsulado con acido ribonucleico (ARN) de cadena sencilla en
sentido positivo, cuyo genoma consta de 30 kb aproximadamente (79). La secuenciacion genética permite leer el
genoma de un virus. Con este método se pueden descubrir nuevos patdogenos (como ha sucedido en el caso del SARS-
CoV-2), ya que cada organismo posee una secuencia genomica exclusiva (20). El genoma del SARS-CoV-2 codifica
proteinas no estructurales, cuatro proteinas estructurales (la espicula [S], la envoltura [E], la membrana [M] y la
nucleocapside [N]) y proteinas presuntamente accesorias (2/—23). Para penetrar en la célula hospedadora, el SARS-
CoV-2 se vale de la proteina S (espicula), que se acopla al receptor ACE2 (enzima convertidora de la angiotensina
2) de la célula (24—27). La proteina de la espicula del SARS-CoV-2, en particular el dominio de unién al receptor,
constituye un elemento crucial para la inmunidad, ya sea innata o vacunal (28—32). La diversificacion del gen que
codifica dicha proteina podria, por tanto, influir en la eficacia de las vacunas y de los tratamientos con anticuerpos
monoclonales, asi como en la inmunidad innata (33).

Cuando los virus se replican, en especial los virus de ARN como el SARS-CoV-2, se producen cambios (mutaciones)
en su genoma. Una mutacion adquirida puede perpetuarse en las poblaciones de SARS-CoV-2 si no conlleva
desventajas evolutivas. Se estima que la tasa actual de evolucion del SARS-CoV-2 es de 1 x 10-* sustituciones
nucleotidicas por sitio y afio (34), lo que equivale aproximadamente a una sustitucion en el genoma cada dos semanas
(35). Se trata de una tasa relativamente baja, lo que limita la resolucion temporal de los contagios individuales (35).
El estudio de la evolucion del SARS-CoV-2 a fin de descubrir con prontitud sustituciones, inserciones o deleciones
que puedan repercutir en las propiedades del virus (cambio fenotipico) es una labor importante para el seguimiento
de la epidemia. Uno de los frutos mas patentes de esa labor es la deteccion de mutaciones que puedan modificar la
tasa de transmision o el poder patdogeno del virus o mermar la utilidad de las medidas de respuesta médica (pruebas
diagnosticas, vacunas y tratamientos). El seguimiento geografico y temporal de las mutaciones del virus puede
ayudar asimismo a rastrear su propagacion y a conocer mejor las posibles vias y la dindmica de transmision. La
historia evolutiva de un patéogeno se puede reconstruir mediante analisis filogenético. Este, al igual que el analisis
filodinamico (es decir, la investigacion de los procesos epidemiologicos y evolutivos que moldean la filogenia del
virus), puede aportar gran cantidad de informacion que sirva para orientar la respuesta ante los brotes.


https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/338480/9789240018440-eng.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/338480/9789240018440-eng.pdf?sequence=1&isAllowed=y
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2. Determinar el enfoque 6ptimo para la secuenciacion del SARS-CoV-2 en el contexto local

2.1 Establecimiento de prioridades respecto de los objetivos y el enfoque de la secuenciacion en funcion del
contexto

Aunque el costo de la secuenciacion génica se ha reducido notablemente en los tltimos decenios, la inversion en
recursos (economicos, infraestructurales y humanos) no deja de ser considerable. Antes de iniciar un proyecto de
secuenciacion, es fundamental plantearse si es realmente necesario para alcanzar un objetivo determinado o si existen
otros medios eficaces mas rapidos y menos costosos. Resultara util determinar si la secuenciacion del virus basta
para conseguir el objetivo propuesto o si se requiere un enfoque multidisciplinar que incluya dicha actividad. Las
actividades de indole epidemioldgica en las que participen analistas de datos gendmicos, integrados en los equipos
de investigacion y respuesta de salud publica, tendran probablemente mayor repercusion inmediata que aquellas en
las que el analisis de genomas viricos se lleve a cabo como labor independiente o secundaria.

Si los recursos disponibles son limitados, tal vez sea conveniente restringir los objetivos del programa de
secuenciacion a aquellas actividades que puedan mantenerse por su gran interés clinico o epidemioldgico. En esos
casos, se puede priorizar la secuenciacion en las siguientes situaciones: 1) personas vacunadas contra el SARS-CoV-
2 que se infectan con posterioridad a pesar de una adecuada respuesta inmunitaria a la vacuna; ii) entornos de riesgo,
como los de estrecha interaccion entre animales y seres humanos y un gran numero de animales susceptibles a la
infeccion por SARS-CoV-2 o pacientes inmunodeprimidos con una prolongada excrecion virica, en especial si estan
recibiendo tratamiento con anticuerpos contra el SARS-CoV-2; iii) aumento o cambio inesperado de la tasa de
transmision o la virulencia del SARS-CoV-2; iv) sospecha de alteracion de la eficacia de las pruebas diagndsticas
(moleculares, de anticuerpos o de antigenos) o los tratamientos; y v) investigacion de conglomerados, si la
secuenciacion puede ayudar a comprender la transmision o a evaluar la utilidad de los procedimientos de control de
la infeccion.

En la figura 1 se representan las facetas elementales de la secuenciacion. Si no se dispone de suficiente capacidad en
las tres facetas, sera necesario establecer alianzas con otros grupos a fin de lograr los objetivos de secuenciacion. Y
si, por el contrario, se dispone de capacidad y recursos suficientes en una o mas facetas, puede considerarse la
posibilidad de prestar apoyo a otros asociados que estén iniciando sus programas de secuenciacion. La demanda de
capacidad variara a lo largo de las distintas fases de un brote, por lo que es posible que los laboratorios deban cambiar
de estrategia.

Capacidad y Capacidad de Secuenciacion Analisis de los
competencia diagnéstico fisica datos de secuenciacion
Colaborar con asociados
No que presten apoyo y
contribuyan al desarrollo
L. de capacidad
Limitadas 5
\ Determinar si se pueden
cubrir las necesidades
Si, pero con minimas o es preferible
sobrecarga recurrir al apoyo externo

Llevar a cabo la
secuenciacion para lograr
los objetivos previstos

|
Llevar a cabo la
secuenciacion para lograr
Si, con posibilidad los objetivos previstos
de prestar apoyo y prestar apoyo a otros
a otros en la medida de lo posible

Figura 1. Determinacion de las capacidades en cada una de las facetas elementales de la secuenciacion con el
fin de seleccionar el mejor enfoque para poner en marcha un programa.

Si,
suficientes
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2.2 Invertir en capacidad sostenible de secuenciacion de alcance mundial para el SRAS-CoV-2 y otros
patogenos (emergentes o reemergentes) de importancia para la salud publica

Las redes escalonadas de laboratorios de la OMS, de probada funcionalidad, facilitan la colaboraciéon mundial y se
adaptan a las necesidades nacionales y regionales especificas (36—39). La creacion de una red mundial de secuenciacion
igual de potente y resistente puede potenciar la utilidad de la secuenciacion del SRAS-CoV-2 y otros patdogenos
emergentes o reemergentes para la salud publica. En la actualidad, los laboratorios de referencia de la OMS que realizan
pruebas de confirmacion de la COVID-19 estan atendiendo algunas de estas necesidades de secuenciacion y analisis
(40). Varias regiones disponen de capacidad de secuenciacion suficiente para incorporarse a la red mundial de
laboratorios y centros de secuenciacion o la estdn adquiriendo. La aportacion potencial de un laboratorio a esa red se
determina en funcion de su capacidad en cada una de las facetas representadas en la figura 1. Diversas redes de
laboratorios dedicadas a patdgenos concretos (como las que trabajan en la resistencia a los antimicrobianos, el MERS-
CoV, la gripe, el sarampion, la rubéola, el virus de la poliomielitis y la tuberculosis) han invertido en capacidad de
secuenciacion en el marco de sus actividades de vigilancia (8, 9, 41—43). Dado que la secuenciacion tiene unos costos
considerables y que muchas partes de su flujo de trabajo pueden servir para distintos patdgenos u objetivos de
secuenciacion, se alienta la colaboracion nacional a fin de aprovechar al maximo la capacidad existente. Los programas
de desarrollo de capacidad deben aplicar un método progresivo para crear las competencias necesarias, y las prioridades
deben establecerse en funcion del contexto. En algunos paises, puede ser conveniente desarrollar la capacidad de los
laboratorios, mientras que, en otros entornos, tal vez sea mas practico subcontratar la secuenciacion y centrarse en el
aspecto bioinformatico y en la gestion e interpretacion de los datos. Mas adelante, sobre la base de una colaboracion
eficaz, el intercambio de datos, unos protocolos normalizados de secuenciacion, formacion y reuniones conjuntas,
auditorias, pruebas de competencias (de secuenciacion y analisis) y la adopcion de normas de referencia para evaluar
los procedimientos, podran disenarse programas de calidad para la secuenciacion del SARS-CoV-2 y la deteccion y
respuesta ante nuevos patdogenos emergentes. Si en una red se intercambian muestras, también han de habilitarse
mecanismos para que el transporte se realice en condiciones adecuadas.

3. Consideraciones practicas para la puesta en marcha de un programa de secuenciacion de
genomas Vviricos

En esta seccion se examinan los requisitos técnicos que debe cumplir un programa de secuenciacion. En la guia de
aplicacion de la secuenciacion del SARS-CoV-2 se ofrece informacion mas detallada al respecto (77).

3.1 Consideraciones prdcticas que han de tenerse en cuenta al elaborar un programa de secuenciacion del
SARS-CoV-2

El flujo de trabajo se establecera atendiendo a los objetivos de la secuenciacion (cuadro 1). En el anexo I se facilita una
serie de preguntas pertinentes que pueden ser de ayuda en este proceso. El anexo II contiene una lista de verificacion
con consideraciones utiles para planificar un programa de secuenciacion del SARS-CoV-2. En la figura 2 se muestra el
flujo de trabajo para la secuenciacion del genoma completo del SARS-CoV-2. Todo el personal que intervenga en un
programa de secuenciacion debe recibir formacion e instruccion adecuadas para desempeiiar la tarea que se le
encomiende. Se debe determinar cuales son las partes interesadas pertinentes, e implicarlas y consultarlas desde el
primer momento. En la elaboracion de programas de secuenciacion han de intervenir los organismos de salud publica,
los laboratorios de diagnostico, los centros de secuenciacion, los grupos de analisis y, segtin el entorno de que se trate,
los equipos de prevencion y control de infecciones o los servicios de salud laboral y las asociaciones de defensa de los
pacientes, asi como, en su caso, las instituciones dedicadas a la investigacion de la interaccion entre seres humanos y
animales. Se deben establecer, y mantener durante todo el proyecto, canales de comunicacion adecuados para los
objetivos del programa, de modo que se obtenga la mayor utilidad posible de los datos de secuenciacion. Es fundamental
efectuar evaluaciones periddicas del avance del proyecto y una evaluacion final para extraer ensefianzas e introducir las
mejoras necesarias. Para alcanzar los objetivos de un programa de secuenciacion de patdgenos emergentes se requiere
la participacion de expertos de distintos campos: 1) secuenciacion en laboratorio y manipulacion segura de muestras de
virus; ii) generacion de genomas fidedignos a partir de los datos brutos; iii) analisis de los genomas para obtener
informacion valiosa y util a efectos de la respuesta ante los brotes; y iv) patdgenos. Es probable que la mayoria de los
expertos solo posean competencias en uno o dos campos. Para conseguir resultados con rapidez en las actividades ii) y
iii) se requieren potentes recursos informaticos. Por ello, para obtener resultados prontos, precisos y provechosos y que
estos tengan una incidencia real en la salud publica, suelen ser determinantes la colaboracion entre expertos con distintas
competencias y la puesta en comun de los recursos.
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Recogida Preparacion o ~ Anilisis Gestion y Interpretacion Medida de
» » Secuenciacion - - »| publicacion -
de muestras de las muestras bioinformatico de los datos de los datos salud publica

Responsables de la respuesta
ante el brote de COVID-19

Figura 2. Flujo de trabajo para la secuenciacion del genoma completo del SARS-CoV-2. La comunicacion
reciproca entre los responsables de las distintas fases del flujo de trabajo es imprescindible para que este
funcione correctamente. Por ejemplo, es conveniente que quienes se ocupan de seleccionar y preparar las
muestras consulten con los encargados de la interpretacion de los datos para decidir qué muestras se van a
secuenciar.

3.2 Consideraciones éticas

Al disefiar un programa de secuenciacion, es importante tener presentes las implicaciones éticas. Se debe determinar
el riesgo de perjuicios sociales al que se exponen los participantes en la investigacion y elaborar estrategias para
mitigarlo. Todo estudio que se proponga ha de ser evaluado y aprobado por un comité de ética, que tendra en cuenta
el valor social, la validez cientifica, la relacion entre riesgos y beneficios, el consentimiento informado y la seleccion
y proteccion de los participantes (44-46). Si los investigadores no poseen experiencia en la determinacion de los
problemas éticos que pueda plantear la secuenciacion de patdgenos causantes de brotes, como el SARS-CoV-2, se
alienta encarecidamente la colaboracion internacional y la contratacion de especialistas (44). La colaboracion entre
investigadores de todo el mundo debe materializarse en alianzas para la investigacion que sean equitativas y
beneficien a todas las partes. Se debe exhortar a los investigadores locales a que asuman un protagonismo activo a
lo largo del proceso de investigacion, ya que suelen conocer bien sus sistemas de atencidn sanitaria e investigacion
y pueden lograr que los resultados se traduzcan en politicas (44, 45). En la seccion 3.7 se abordan los aspectos éticos
de la publicacion de secuencias y metadatos gendmicos.

3.3 Consideraciones sobre la estrategia de muestreo y la preparacion de las muestras

Una vez determinados los objetivos, ha de disefiarse una estrategia de muestreo adecuada con las partes interesadas
pertinentes. En la guia de aplicacion de la secuenciacion del SARS-CoV-2 se ofrece informacion detallada sobre la
obtencion de muestras (77). Es conveniente registrar en los metadatos las razones por las que se eligieron las muestras
para la secuenciacion, ya que la fiabilidad de ciertos andlisis genéticos, como los filogenéticos y filodinamicos, puede
verse afectada por la inclusion de subconjuntos no aleatorios de muestras. Las orientaciones sobre pruebas
diagnosticas para el SARS-CoV-2 contienen indicaciones practicas acerca de la recogida de muestras clinicas (47).
Antes de la secuenciacion, se recomienda enriquecer la proporcion de material genético del SARS-CoV-2 de la
muestra. En esta operacion han de adoptarse precauciones con objeto de no contaminar la muestra (77, 48, 49). Los
métodos basados en la PCR permiten aumentar de forma rapida, practica y economica la cantidad de material
genético virico presente en una muestra antes de la secuenciacion. Un ejemplo es el desarrollado por la Red ARTIC
(51-53). En la guia de aplicacion de la secuenciacion del SARS-CoV-2 se ofrece informacion técnica detallada sobre
estos métodos, asi como orientaciones para elegir el mas adecuado segtin el entorno (/7). Una vez enriquecido el
material genético del SARS-CoV-2 de la muestra, se pueden preparar las bibliotecas, generalmente mediante
protocolos de secuenciacion normalizados que resultan adecuados para cualquier virus.

3.4 Consideraciones sobre los laboratorios

Entre las estrategias de secuenciacion del SARS-CoV-2 se distinguen aproximaciones dirigidas, que requieren un
conocimiento previo de la secuencia gendmica, y aproximaciones metagenomicas, que no requieren tal conocimiento
(54, 55). En el anexo III se resumen las principales ventajas y limitaciones de las tecnologias de secuenciacion de
uso habitual. Antes de invertir en capacidad de secuenciacion, deben evaluarse los requisitos de las distintas
tecnologias en cuanto a dotacion de personal y competencias, infraestructura de laboratorio, tiempo de secuenciacion,
costos, facilidad de uso, tratamiento posterior de los datos, rendimiento (tasa de produccion de datos) y precision de
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la secuenciacion. El nimero de muestras que han de analizarse dependera del objetivo de la secuenciacion. Al
calcular los costos, no solo hay que tener en cuenta la adquisicion del equipo de secuenciacion, sino también los
gastos periddicos en reactivos y los contratos de mantenimiento y servicios. En las presentes orientaciones no se
abordan los costos, pero en la referencia (8) se facilita un amplio resumen elaborado recientemente. Para que la
secuenciacion rinda resultados fiables, se debe disponer de una infraestructura basica, en particular una conexion a
Internet y un suministro eléctrico estables, un entorno apropiado (por ejemplo, sin vibraciones ni polvo y con control
y regulacion de la temperatura y la humedad en el caso de algunas plataformas) y un registro de las muestras
almacenadas. Se deben adoptar medidas adecuadas de bioseguridad y bioproteccion. La evaluacion de los costos y
los requisitos infraestructurales basicos puede ayudar a decidir si la secuenciacion se lleva a cabo en el propio centro
o si es preferible subcontratarla. La tecnologia evoluciona con rapidez, por lo que algunas técnicas quedaran obsoletas
o los fabricantes cambiardn de aparatos o reactivos. Antes de acometer una gran inversion, se recomienda averiguar
por cuanto tiempo se compromete el fabricante a proporcionar los reactivos, el mantenimiento y la asistencia técnica
de las plataformas elegidas. Al planificar un programa, también debe tenerse en cuenta la disponibilidad de reactivos
auxiliares y equipo complementario para llevar a cabo la secuenciacion (por ejemplo, sistemas automaticos o
manuales de extraccion e instrumentos para la cuantificacion del material genético, la amplificacion y la incubacion,
la purificacion de las muestras y el almacenamiento de muestras y reactivos). Los laboratorios encargados de la
secuenciacion genomica han de poseer capacidad para realizar pruebas de PCR del SARS-CoV-2 con garantia de
calidad, certificada por evaluacion interna y externa. Asimismo, se deben establecer y vigilar indicadores de calidad
para cada etapa del proceso.

3.5 Consideraciones bioinformdticas y computacionales

El equipo informatico necesario varia segun el enfoque adoptado (véase la guia de aplicacion para mas detalles) (17)).
El volumen de datos brutos generados depende del método de secuenciacion (véase el anexo III) y de la cantidad de
muestras secuenciadas (56). La potencia de computacion necesaria para analizar los datos también varia segln el
objetivo y el método de secuenciacion. Por ejemplo, el analisis filogenético y el alineamiento del genoma pueden
requerir equipos informéaticos de alto rendimiento, en especial si el volumen de datos es grande. Al disefiar la cadena
de procedimientos bioinformaticos (pipeline) para la secuenciacion deben tenerse en cuenta los costos del sistema
computacional necesario para el almacenamiento y tratamiento de los datos. Los procedimientos bioinformaticos se
determinaran en funcion de las fases de laboratorio previas a la secuenciacion y de la plataforma y los reactivos
utilizados. En la guia de aplicacion se ofrece una descripcion detallada de los procedimientos bioinformaticos (17).

3.6 Consideraciones sobre la denominacion y la nomenclatura del virus

Aun no se ha establecido una nomenclatura coherente para el SARS-CoV-2. A falta de una nomenclatura uniforme
aceptada, se suelen emplear principalmente tres sistemas. A partir de virus que poseen un ancestro filogenético
comun, pueden delimitarse linajes o clados. Las iniciativas GISAID y Nextstrain han definido distintos clados
filogenéticos en un intento por establecer una clasificacion general de la diversidad que circula por el mundo.
Rambaut et al. han propuesto una nomenclatura dindmica para los linajes de SARS-CoV-2, centrada en los que
circulan activamente y en los que se propagan a nuevas zonas (57). Existen programas informaticos que asignan
automaticamente las nuevas secuencias a un determinado linaje o clado (58—60). Dada la creciente diversidad de
genomas de SARS-CoV-2, cada vez resulta mas necesario uniformizar su nomenclatura (57, 61, 62). Pero, mientras
no se disponga de una nomenclatura coherente, seria deseable que los linajes o clados se designaran mediante los
tres sistemas habituales o que, al menos, se especificara la nomenclatura empleada.

3.7 Publicacion de secuencias genomicas y metadatos

Una pronta publicacion de los datos de secuencias genéticas del patdgeno, junto con los pertinentes metadatos
epidemiologicos y clinicos anonimizados, aumentara en gran medida la incidencia de la secuenciacion gendomica en
la respuesta de salud publica (63—65). La amplia difusion de las secuencias de SARS-CoV-2 y de los procedimientos
diagnosticos y los protocolos y las muestras de secuenciacion ha posibilitado el desarrollo de capacidad de
diagnoéstico molecular en todo el mundo (66—68). La comunidad médica y cientifica debe seguir aprovechando la
colaboracion mundial y la pronta publicacion de datos durante el brote de SARS-CoV-2 o ante futuros brotes. Para
publicar datos de secuencias genémicas de SARS-CoV-2 se puede optar por dos tipos de bases de datos: las de
«dominio publico» y las de «acceso publico» (69). Las bases de datos de dominio publico permiten consultar y
utilizar los datos sin necesidad de identificarse; es el caso de las bases de datos de la INSDC, gestionadas por el
DDBJ, el EMBL-EBI y el NCBI. En las bases de datos de acceso publico, como la de la GISAID, los usuarios deben
identificarse para asegurar la transparencia, facilitar la supervision y proteger los derechos de quienes aportan datos,
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y para impulsar la colaboracion con estos y que se reconozca su contribucion cuando se publiquen resultados. Los
ejemplos mencionados son gratuitos y de libre acceso. Al elaborar un proyecto de secuenciacion de patégenos, es
importante sopesar qué tipo de base de datos es mas apropiado para publicar los datos de secuencias genéticas y si
son necesarias otras vias (44). El agradecimiento expreso a quienes se encargan de la recogida de muestras clinicas
y de la generacion de secuencias genomicas del virus resulta esencial para que no se interrumpa la publicacion de
datos genéticos. Siempre que se utilicen datos de libre acceso se deben citar las fuentes, asi como las publicaciones
o prepublicaciones conexas si estdn disponibles.

Los datos de las secuencias, incluidas las de consenso, completas o parciales, y los datos brutos, pueden transmitirse
en diversos formatos. Antes de transmitir los datos debe evaluarse minuciosamente su calidad, en particular la posible
contaminacion con amplicones generados por la PCR. Si se detecta y corrige un error, el laboratorio debe ponerse
en contacto con las bases de datos correspondientes a fin de actualizar las secuencias parciales publicadas. Es
importante publicar las lecturas brutas de la secuenciacidon del virus (es decir, los fragmentos del genoma virico
secuenciados, antes de que sean ensamblados para componer un genoma de consenso) porque permiten comparar el
efecto de distintos métodos bioinformaticos en la generacion del genoma de consenso y facilitan, en su caso, la
correccion de errores. Dado el gran tamaiio de las bibliotecas secuenciadas, puede que resulte mas dificil transmitir
los datos de las lecturas en entornos con baja velocidad de carga en Internet o conexidn inestable. Debe mantenerse
el anonimato del paciente en todos los datos que se transmitan. Para ello, deben filtrarse los datos brutos que
contienen lecturas de secuencias humanas de modo que solo se transmitan datos de secuencias genéticas no humanas
(es decir, viricas) (43). Para que los datos de secuencias puedan utilizarse en programas filogenéticos, han de
transmitirse también los metadatos conexos, como la fecha o el lugar aproximado de obtencion de la muestra. No
obstante, debe analizarse con detenimiento qué metadatos se pueden publicar sin comprometer el anonimato del
paciente.

Los analisis preliminares de los datos de secuencias genéticas suelen enviarse a foros, plataformas o servidores de
prepublicaciones (70—72). En las publicaciones, como en todas las de caracter cientifico, deben indicarse los puntos
fuertes y débiles de los analisis efectuados y el modo en que estos han de ser interpretados o presentados por los
diversos destinatarios antes de su revision por especialistas externos. Es importante que los resultados se expliquen
con claridad para evitar que sean malinterpretados o utilizados indebidamente.

4. Objetivos de la secuenciacion del genoma del SARS-CoV-2 con fines de salud publica.

A continuacion se presentan ejemplos de los principales objetivos de la secuenciacion del SARS-CoV-2 con fines
de salud publica. En la guia de aplicacion de la secuenciacion del SARS-CoV-2 se ofrecen descripciones detalladas
de estos ejemplos (17).

4.1 Identificacion y caracterizacion del SARS-CoV-2 y formulacion de medidas de respuesta

La publicacion de la secuencia genética completa del SARS-CoV-2 a principios de enero de 2020 facilito la
caracterizacion del nuevo virus e hizo posible que en poco tiempo se desarrollaran pruebas diagnosticas, tratamientos
y vacunas (73—80). Gracias a la secuenciacion gendémica, pueden conocerse mejor los origenes de los nuevos virus
y su transmision. El estudio de los primeros genomas de SARS-CoV-2 disponibles, procedentes de Wuhan
(Repuiblica Popular China) y las zonas circundantes, permitio determinar que la aparicion del virus en seres humanos
tuvo lugar, a lo sumo, en noviembre o diciembre de 2019 (74, 75, 81, 82). Se estan recogiendo muestras de muy
diversas especies animales con objeto de identificar la fuente animal inicial y los posibles hospedadores intermedios
(81, 83, 84).

4.2 Seguimiento de la transmision y la propagacién geografica

La filogenética investiga las relaciones evolutivas entre organismos diferentes a través de sus secuencias genéticas.
Su uso se extiende a casi todas las ramas de la biologia y puede desempefiar un papel importante en la preparacion
de respuestas de salud publica (17, 85-87). La interpretacion de los analisis filogenéticos se afina si se dispone de
los datos epidemiologicos o clinicos asociados a las muestras de secuencias genémicas del virus (es decir, los
metadatos: fecha de obtencion de la muestra, ubicacion del paciente, variables clinicas). Los metadatos necesarios
varian segln el objetivo de la secuenciacion genémica. En la guia de aplicacion de la secuenciacion del SARS-CoV-
2 se abordan los aspectos técnicos de los analisis filogenéticos y filodinamicos y los metadatos, asi como las
posibilidades mas habituales de interpretacion erronea (17).
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4.2.1 Investigacion de la propagacion geogrdfica y de la reintroduccion entre poblaciones

Para el seguimiento de la circulaciéon mundial del SARS-CoV-2 se esta recurriendo a analisis filogeograficos basados
en secuencias genomicas del virus e informacion sobre la procedencia de las muestras (13, 47, §8—90). Las
reconstrucciones filogeograficas suelen exigir una gran potencia informatica, si bien pueden emplearse técnicas de
submuestreo a fin de reducir la carga computacional. Aunque resulta ttil intentar delimitar la circulacion del virus o
el pais de origen de clados o linajes concretos, debe tenerse presente que la reconstruccion filogeografica puede verse
distorsionada por diversos factores. Por ejemplo, la falta de genomas de SARS-CoV-2 de determinadas zonas reduce
la probabilidad de que el origen geografico de un linaje o clado se atribuya a esas zonas. Es posible que en las
secuencias gendmicas de algunas bases de datos no se indique el presunto lugar de infeccion del paciente, sino el de
obtencion de la muestra. Si se trata de ubicaciones distintas, porque el paciente viajo del lugar de la infeccion al de
la toma de la muestra, el analisis filogeografico puede generar una reconstruccion inexacta del origen de un clado o
linaje concreto (91). Los resultados de los analisis filogeograficos deben interpretarse con cautela, sin dar por sentado
que reflejan con precision las pautas de propagacion geografica y temporal del virus.

Los métodos empleados para delimitar la propagacion geografica y temporal de un brote también son ttiles para
investigar los factores que han condicionado la dispersion del virus (92). Determinar las vias de transmision puede
contribuir al disefio de nuevas estrategias para prevenir la propagacion. Este ha sido el enfoque aplicado, por ejemplo,
ante los brotes de enfermedad del virus del Ebola en Africa occidental (93, 94). En cuanto al SARS-CoV-2, varios
paises han recurrido a la secuenciacion genoémica a fin de determinar la magnitud de la transmision local en relacion
con los casos importados, y esa informacion ha servido de base para la adopcion de medidas normativas (89, 90, 95—
100). Los analisis filodindmicos de los factores que condicionan la transmision suelen requerir una gran potencia
computacional, y debe someterse a seleccion una enorme cantidad de datos de los posibles factores explicativos (por
ejemplo, la densidad de las poblaciones humanas y la movilidad de los individuos). Por ello, a diferencia de la
secuenciacion del genoma virico, a menudo se tarda semanas o meses en concluir dichos analisis. No obstante,
también los analisis retrospectivos son de utilidad para orientar las intervenciones de respuesta ante el SARS-CoV-
2 u otros patogenos emergentes.

4.2.2 Evaluacion de las pruebas empiricas sobre las vias o los conglomerados de transmision

Para investigar los conglomerados de casos y los brotes de SARS-CoV-2 se ha empleado la agrupacion filogenética.
El andlisis de esos conglomerados puede servir de orientacion cuando se sopesa la adopcion de medidas de control
de ambito local para prevenir la propagacion de los brotes detectados (7017). Al ser la tasa de evolucion del SARS-
CoV-2 relativamente baja (una sustitucion nucleotidica cada dos semanas), muchos contagios individuales no podran
rastrearse a partir de los datos de secuencias genomicas (35). La agrupacién filogenética de las secuencias de
pacientes hipotéticamente infectados por la misma fuente seria indicativa (aunque no una prueba fehaciente) de la
existencia de una fuente comun de infeccion. Por el contrario, la separacion filogenética entre las secuencias viricas
de pacientes hipotéticamente infectados por la misma fuente seria un claro indicio de que la presunta fuente comun
de infeccion no es tal.

4.2.3 Cuantificacion del periodo de transmisibilidad y seguimiento temporal del numero de reproduccion

Con ayuda de métodos filogenéticos basados en relojes moleculares, se puede obtener una estimacion de los limites
superior e inferior del tiempo de circulacion de los linajes viricos detectados en una poblacion determinada (74, 90,
102—-106). Este enfoque puede aportar informacidon més precisa sobre el periodo de transmisibilidad del virus que la
deteccion clinica de casos, en particular en las primeras o las tltimas fases de un brote, cuando la vigilancia es menor.
Se puede averiguar si se esta produciendo transmision local que no se manifiesta clinicamente estudiando la variacion
de las secuencias gendmicas detectadas. Si se sospecha que el virus estd circulando sin ser detectado, deben
instaurarse programas de vigilancia diagnostica reforzada.

Mediante el analisis de las secuencias gendmicas también se puede calcular el nimero de personas infectadas por un
solo individuo en una poblacién determinada (el nimero de reproduccion [Ry]) y evaluar los cambios relativos en la
magnitud del brote con el paso del tiempo. Esta informacion puede servir para valorar el efecto de medidas de control
concretas.
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4.2.4 Vigilancia ambiental de aguas y lodos residuales

La vigilancia de las aguas residuales permite rastrear la circulacion silenciosa de virus tales como el de la polio en
una comunidad y detectar la presencia del patogeno antes de que se manifiesten las primeras infecciones, asi como
estimar la prevalencia y determinar la diversidad y las relaciones genéticas (107, 108). En varios paises se ha
detectado ARN de SARS-CoV-2 en aguas residuales mediante técnicas moleculares (7109-115). La vigilancia
ambiental constituye, por tanto, un método prometedor para la deteccion de portadores inadvertidos, en especial en
entornos de baja prevalencia, y puede servir de sistema de «alerta anticipada» de la aparicion del SARS-CoV-2 o de
cambios en su prevalencia (109, 116, 117).

4.2.5 Investigacion de posibles reinfecciones

Los coronavirus estacionales pueden producir reinfecciones (7/8). De hecho, se han documentado casos de
reinfeccion por el SARS-CoV-2 (119-124). Si en un individuo se detecta SARS-CoV-2 de nuevo, se puede
comprobar si se trata de una reinfeccion, o bien de una prolongada excrecion del virus, comparando las secuencias
genomicas de las muestras obtenidas en el primer y el segundo episodio (725, 126). Si las secuencias de los dos
episodios presentan claras diferencias genéticas, como las que se observan entre linajes o clados distintos y
documentados, el segundo episodio puede considerarse una reinfeccion. Para determinar si la reinfeccion se debe a
una cepa con caracteristicas antigénicas diferentes o a que la primera infeccion no ha inducido una respuesta
inmunitaria protectora, es necesario practicar pruebas serologicas en ese momento. Asi pues, la secuenciacion puede
ayudar a establecer la incidencia de la reinfeccion y a conocer sus factores de riesgo (125, 126).

4.3 Seguimiento de la evolucion del SARS-CoV-2
4.3.1 Evaluacion estructurada de las mutaciones de posible importancia

La secuenciacion permite detectar sustituciones en el genoma que pueden alterar las caracteristicas de la infeccion
virica (modificacion fenotipica), como la tasa de transmision o la virulencia. A medida que se propagan, todos los
virus experimentan cambios genéticos que, en su inmensa mayoria, no influyen sustancialmente en el
comportamiento virico. Sin embargo, en el SARS-CoV-2, ciertos cambios genéticos poco frecuentes pueden
provocar modificaciones fenotipicas de importancia para la salud publica. Detectar esos cambios y demostrar su
repercusion constituye un reto. En general, resulta dificil establecer con certeza si el aumento de la prevalencia
relativa de una mutacion determinada con el paso del tiempo obedece a una diferencia fenotipica. Asi, por ejemplo,
el predominio de un clado o linaje virico en una poblacion humana puede deberse en mayor medida al
comportamiento de esa poblacion que al del propio virus. Es probable que, en buena parte de los casos, se trate de
procesos aleatorios. No obstante, si el analisis filogenético indica la posibilidad de que determinadas mutaciones o
variantes revistan importancia epidemioldgica o sanitaria, deberan realizarse estudios clinico-gendomicos rigurosos
de aquellas que puedan conferir al virus propiedades fenotipicas con repercusiones clinicas. Los cambios genéticos
que supuestamente provocan modificaciones fenotipicas han de evaluarse mediante métodos normalizados, como
estudios de modelado de proteinas, para determinar su posible repercusion, y experimentos in vitro o in vivo con
clones de virus que presenten las mutaciones en cuestion, para confirmar o descartar que las variantes propuestas
posean las propiedades observadas. En la OMS se ha creado un grupo especifico de trabajo, derivado de la Red de
Laboratorios de Referencia de la OMS para el SARS-CoV-2. Se trata del Grupo de trabajo sobre la evolucion del
SARS-CoV-2 (SEWG, por sus siglas en inglés), cuya funcion en la OMS consiste en determinar y evaluar con
prontitud las mutaciones de posible importancia y brindar asesoramiento para la mitigacion de riesgos (16, 40, 127).

4.3.2 Vigilancia de las repercusiones de la evolucion del SARS-CoV-2 en las medidas de respuesta

Como minimo, el seguimiento mundial de los genomas de SARS-CoV-2 deberia poder detectar la aparicion de linajes
de SARS-CoV-2 con variantes genéticas que afecten a la eficacia de las medidas de respuesta. La puesta en marcha
de las campaiias de vacunacion contra el SARS-CoV-2 debe ir acompaiiada de vigilancia ante cambios en el genoma
del SARS-CoV-2 que puedan reducir la eficacia de las vacunas. En el marco del seguimiento y estudio de las posibles
causas de ineficacia de las vacunas, deben llevarse a cabo andlisis gendomicos para detectar mutantes viricos que
puedan eludir la inmunidad vacunal. La secuenciacion también permite identificar mutantes resistentes a los
anticuerpos monoclonales (7/28) y a futuros tratamientos. El seguimiento de los genomas ha servido para descubrir
farmacorresistencias en otros patdégenos, como el virus de la gripe, el VIH y Mycobacterium tuberculosis (9, 129).
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Por medio de la secuenciacion genomica pueden observarse asimismo cambios en el virus que influyan en el
resultado de las pruebas diagnosticas moleculares. Un método rentable de reducir la posibilidad de falsos negativos
en esas pruebas a causa de la evolucion del virus consiste en emplear varias dianas para detectar el SARS-CoV-2,
como en una PCR multiple dirigida a dos o mas regiones de su genoma (47,127). Si los intentos por detectar una
diana fracasan sistematicamente o se observan alteraciones en la sensibilidad de las pruebas dirigidas a distintas
regiones, puede secuenciarse el genoma del virus o el gen en cuestion a fin de determinar la posible causa. En las
orientaciones provisionales sobre pruebas diagnosticas para el SARS-CoV-2 se ofrece mas informacion al respecto
(47). La secuenciacion gendmica permite determinar con prontitud si las mutaciones del virus afectan a la eficacia
de las pruebas seroldgicas y antigénicas (130—132).

4.3.3 Evolucion del SARS-CoV-2 en los entornos de interaccion entre seres humanos y animales

Cuando un virus se transmite de una especie a otra, puede adaptarse a su nuevo hospedador. El receptor ACE2 al que se
acopla el SARS-CoV-2 en el ser humano es semejante al de otros muchos animales (principalmente mamiferos) (733,
134). Por consiguiente, cabe la posibilidad de que el SARS-CoV-2 se transmita del ser humano a otras especies
(antroponosis). Aunque la homologia de la ACE2 parece indicar la susceptibilidad de ciertas especies animales al SARS-
CoV-2, diferencias en otras proteinas esenciales para la replicacion del virus podrian impedir la infeccion. Por tanto, la
susceptibilidad de una especie solo puede establecerse a partir de datos rigurosos sobre infecciones naturales o
experimentales. Se ha observado que diversas especies animales son susceptibles al SARS-CoV-2 (15, 127, 135-151) y
que en algunas de ellas (por ejemplo, visones y hamsteres) se produce transmision intraespecifica. Asimismo, se ha
confirmado la resistencia de varias especies animales a la infeccion por el SARS-CoV-2. Determinados cambios genéticos
en la secuencia que codifica la proteina virica que se une a los receptores ACE2 (la espicula) podrian facilitar el salto a
nuevas especies hospedadoras. Esa proteina del SARS-CoV-2, en particular el dominio de unién al receptor, constituye
un elemento crucial para la inmunidad, ya sea innata o vacunal (26—32). Ya se ha constatado la diversificacion de las
regiones genodmicas que codifican la proteina de la espicula, en casos de contagio de visones por personas infectadas por
el SARS-CoV-2 y posterior transmision zoonotica secundaria al ser humano (749). Es probable, por consiguiente, que la
diversificacion del gen de la espicula tras el intercambio de SARS-CoV-2 entre personas y animales aumente el riesgo de
aparicion de cepas que salten con facilidad al ser humano y puedan acarrear una reduccion de la eficacia de la vacuna o
del tratamiento con anticuerpos monoclonales (33). A fin de evitar esas situaciones, se alienta a los paises a que evaliien
el riesgo de propagacion a otras especies animales que viven con el ser humano o en su proximidad en entornos domésticos,
rurales, agropecuarios u otros (127, 152—154). Es preciso instituir estrategias de mitigacion de riesgos y mecanismos
adecuados de vigilancia que permitan detectar prontamente tales situaciones. La vigilancia exige recursos, por lo que, en
la medida de lo posible, deben adoptarse planteamientos especificos. Para ello conviene aplicar el enfoque «Una sola
salud», que implica la colaboracion de distintas entidades, como los organismos de sanidad y salud publica y laboral, las
autoridades veterinarias, las encargadas de la flora y la fauna silvestres y los 6rganos de gestion de los recursos forestales
y naturales (127, 152, 155—157). En el marco de esa colaboracion, se deben elaborar conjuntamente protocolos de
investigacion de brotes y de prevencion y control de infecciones, practicar pruebas a personas y animales presuntamente
infectados y publicar datos de secuencias. La transmision antropondtica y la transmision zoonotica secundaria entrafian
nuevos riesgos, y la secuenciacion de los genomas viricos puede ayudar a evaluarlos.

Métodos

Las presentes orientaciones provisionales se elaboraron conjuntamente con la guia Genomic sequencing of SARS-
CoV-2: a guide to implementation for maximum impact on public health (Secuenciacion del genoma del SARS-CoV-
2: guia de aplicacion para potenciar su repercusion en la salud publica). Dicha guia de aplicacion se elabord en
consulta con expertos en los distintos aspectos de la secuenciacion genomica, adscritos a la Alianza mundial de
laboratorios para el diagndstico de patdgenos que representan una gran amenaza (GLAD-HP, por sus siglas en inglés),
la red de referencia para las pruebas de confirmacion de la COVID-19 o la Red Mundial de Alerta y Respuesta ante
Brotes Epidémicos (GOARN, por sus siglas en inglés). Tras las deliberaciones iniciales de un grupo de redaccion
técnica, dirigido por un asesor temporal y miembros del Equipo de Laboratorio de la OMS para la COVID-19, se
solicito la colaboracion de otros expertos, tanto de la OMS como ajenos a ella, y se celebraron dos reuniones en linea
para resolver las cuestiones pendientes. Seguidamente se prepard una version destinada a las partes interesadas de
ambito nacional, que contiene un resumen de la informacidén pertinente de las orientaciones provisionales e
informacion adicional especifica para dichos destinatarios. A continuacion, se distribuyeron las orientaciones
provisionales a fin de que los expertos que colaboraron en la redaccion de la guia de aplicacion, la red de referencia
para las pruebas de confirmacion de la COVID-19, los coordinadores regionales de los laboratorios y otras partes
interesadas, que figuran en los agradecimientos, pudieran formular observaciones.
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Planes de actualizacion

La OMS continta vigilando atentamente la situacion por si se producen cambios que afecten a las presentes
orientaciones provisionales. Si se produjese algin cambio, la OMS publicaria una actualizacion. En caso contrario,
la validez de las presentes orientaciones sera de un afio a partir de la fecha de publicacion.
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Poon, Universidad de Hong Kong, Region Administrativa Especial de Hong Kong (China); James Shepherd,
Universidad de Glasgow (Reino Unido); Etienne Simon-Loriere, Instituto Pasteur, Paris (Francia). Y los demas
expertos que colaboraron en la elaboracion de la guia de aplicacion de la secuenciacion del SARS-CoV-2, en la que
se basa el presente documento: Kristian Andersen, Scripps Research, La Jolla (California, EE.UU.); Julio Croda,
Ministerio de Salud, Rio de Janeiro (Brasil); Tulio de Oliveira, Universidad de KwaZulu-Natal, Durban (Sudafrica);
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Anexo I: Preguntas pertinentes que deben
formularse antes de iniciar un programa de
secuenciacion

1) ¢éQué objetivos se pretende cubrir con el programa de secuenciacion?

2) éQué muestras deben secuenciarse para alcanzar los objetivos indicados en la pregunta
anterior? ¢ Qué metadatos o fuentes suplementarias de datos resultan esenciales?

3) ¢Cudles son las partes interesadas pertinentes y cudles son sus responsabilidades? ¢ Cémo
pueden intervenir de manera eficaz?

4)  iComo se puede transmitir la informacidn y transportar las muestras rapida y
adecuadamente entre las partes interesadas, cuando sea necesario?

5) ¢éEl proyecto se ha disefiado de conformidad con la legislacién local, nacional e internacional
y con los principios éticos?

6) ¢Se dispone de financiacion, equipamiento y personal suficientes para llevar a buen término
todas las fases de la obtencién de muestras, la secuenciacion en laboratorio, los analisis
bioinformaticos, filodindmicos y de otro tipo, la publicacién de los datos y la pronta
comunicacion de los resultados a las partes interesadas pertinentes?

7) ¢Cémo se pueden alcanzar los objetivos sin que se vean afectados otros frentes de trabajo
del laboratorio, como los analisis clinicos, y evitando la duplicacién de tareas?

8) ¢Cémo se va a evaluar la rentabilidad del programa (es decir, su eficacia en relacién con los

costos) y su utilidad?




Secuenciacion del genoma del SARS-CoV-2 con fines de salud publica: orientaciones provisionales

Anexo II: Lista de verificacion para la puesta en marcha de
un programa de secuenciacion del SARS-CoV-2

Objetivos

U

Definir los objetivos del programa de secuenciacién. ¢Qué informacidn se espera obtener de la secuenciacién que
complemente los métodos adoptados hasta el momento o resulte mas rentable?

Determinacion y participacion de las partes interesadas

Determinar cudles son las partes interesadas pertinentes.

Examinar los objetivos del programa con representantes de alto nivel de las partes interesadas y delimitar las
responsabilidades de cada una de ellas.

Considerar si es conveniente suministrar a las partes interesadas material informativo sobre el potencial y los requisitos
de la secuenciacion del SARS-CoV-2.

Determinar qué conexiones deben existir entre las partes interesadas pertinentes para asegurar una rapida transmision
de las muestras y de la informacidn solicitada y una pronta utilizacién de los resultados.

Comprobar que existen vinculos pertinentes y bien definidos entre las partes interesadas.

Consideraciones técnicas

0

O

Determinar, en consulta con miembros de alto nivel de los equipos de deteccidn y analisis de casos, el volumen de
muestreo gendmico necesario para lograr los objetivos deseados.

Determinar, en consulta con miembros de alto nivel de los equipos de deteccidn y analisis de casos, los metadatos
necesarios para lograr los objetivos deseados.

Seleccionar protocolos adecuados de preparacion de muestras y bibliotecas.

Seleccionar protocolos bioinformaticos adecuados.

Seleccionar protocolos analiticos adecuados.

Consideraciones logisticas

0

Evaluar dénde se van a llevar a cabo la secuenciacién y el analisis; por ejemplo, en un laboratorio de diagndstico que ya
esté en funcionamiento o en un laboratorio externo (comercial o universitario).

Determinar las fuentes apropiadas de financiacion para la secuenciacion en laboratorio y el almacenamiento y analisis
de los datos.

Comprobar que se dispone de reactivos y recursos informaticos suficientes y que es factible obtenerlos cuando se
necesiten.

Comprobar que se cuenta con personal suficiente y adecuado para llevar a buen término todas las fases del programa.
Comprobar que se puede mantener la integridad de las muestras durante todo el proceso mediante una cadena de frio
u otros medios.

Comprobar que los metadatos se obtengan y almacenen adecuadamente y se vinculen a la muestra biolégica correcta.
Valorar la presion adicional que la secuenciacion pueda ejercer sobre las medidas de respuesta de salud publica

vigentes y evaluar como se puede contrarrestar.

En el caso de los programas de secuenciacion a gran escala, determinar modos de optimizar la transmision de datos y
muestras entre los grupos participantes (por ejemplo, si es posible emplear una identificacion tnica para cada muestra
y el mismo formato para los metadatos).
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Aspectos éticos y de seguridad

O

Evaluar debidamente las condiciones éticas de la generacion, el uso y el almacenamiento de los datos de secuencias y
los metadatos conexos.

Evaluar los riesgos de las actividades de secuenciacidn a fin de mantener unas condiciones adecuadas de bioseguridad
en todas las fases.

Evaluar los riesgos de las actividades de secuenciacion a fin de mantener unas condiciones adecuadas de bioproteccion,
si asi lo exige la legislacidn nacional o regional.

Evaluar la repercusion en los recursos humanos, en particular el traslado de personal o la contratacidén de personal
adicional, a fin de mantener la carga individual de trabajo en niveles razonables.

Garantizar que el personal pueda desplazarse al lugar de trabajo y permanecer en él en condiciones de seguridad y de
conformidad con las directrices nacionales para la prevencién de contagios durante el brote de COVID-19.

Disefiar estrategias para que el programa de secuenciacidén no se interrumpa si miembros esenciales del personal
enferman o han de permanecer en aislamiento.

Publicacion de los datos

[J  Obtener el acuerdo de todas las partes interesadas respecto de las secuencias y metadatos que se van a publicar y las
plataformas y el momento en que se publicaran.

[J  Obtener el acuerdo de todas las partes interesadas respecto de la posibilidad de restringir algunos metadatos a un
numero limitado de usuarios locales y elaborar estrategias para garantizar la proteccion de esos datos.

[J  Comprobar que la publicacion de los datos se ajusta a las reglamentaciones nacionales e internacionales.

Evaluacién

[J  Evaluar el programa de secuenciacién periddicamente, en particular los logros y los problemas persistentes.

[1  Establecer un marco de vigilancia y evaluacién del desempeiio del programa de secuenciacidén en cuanto a los aspectos

técnicos (calidad, etcétera) y al cumplimiento de los objetivos.



Secuenciacion del genoma del SARS-CoV-2 con fines de salud publica: orientaciones provisionales

Anexo III: Plataformas utilizadas habitualmente para la
secuenciacion del SARS-CoV-2 y caracteristicas

Instrumento® Ventajas Limitaciones Tiempo de Rendimiento Comparacion de
ejecucion del dela los costos
instrumento secuenciacién relativos

Secuenciacion Amplia difusién. Muy bajo rendimiento. Normalmente De 100 kb a Costo

Sanger Facil manejo. Los amplicones (generalmente de unas horas. 2 Mb por relativamente

Secuenciacién rentable si 1000 pb como méximo) han de €jecucion. bajo para pocas
se requieren pocas dianas. | amplificarse y secuenciarse dianas.
individualmente.
Costosa para genomas completos.
No es adecuada para aplicaciones
metagenomicas.

Illumina (por Pueden alcanzar una gran Salvo Illlumina iSeq, la adquisicion y el De10a55h, Del,2a Costos elevados

ejemplo, iSeq, productividad. mantenimiento resultan costosos en segun el 6000 Gb, de puesta en

MiniSeq, MiSeq, Gran precision. comparacion con otras plataformas. instrumento. segln el funcionamiento

NextSeq, HiSeq, iSeq es portatil. Longitud méxima de lectura de instrumento. | y o

NovaSeq) } 2 x 300 pb. mantenimiento.

Los métodos de c
tratamiento de los datos ostos
- - moderados de
estan bien definidos. X >
funcionamiento.

Oxford Nanopore | Secuenciacion portatil y Problemas con los homopolimeros. Disponibilidad Oscila entre No tiene costos

Technologies directa. La tasa de error por lectura es inmediata de las <2Gbconla de

(Flongle, MinION, | Datos instantaneos. aproximadamente del 5% (celdas de lecturas. célula de flujo | mantenimientoy

GridION, Costos bajos de puestaen | flujo R9.4) por lo que, para obtener Pueden de Flongley los de puesta en

PromethION) secuencias de consenso de alta 220Gbconla | marchason

funcionamiento y
mantenimiento.

Se puede detener la

precisidn, es esencial emplear
procedimientos bioinformaticos

mantenerse en
funcionamiento
durante varios

célula de flujo
de

relativamente
bajos.

secuenciacién en cuanto adecuados. dias si es PromethlON. | costos
se obtengan datos Actualmente no son adecuados para necesario. PromethlON modgrado§ de
suficientes. determinar la variacion puede funcionamiento.
Se pueden obtener intrahospedador, a menos que se procesar
lecturas de gran longitud recurra a la secuenciacion de réplicas h?IStla 43
(mayor que la longitud (52). :li%as €
total del genoma del SARS- o
CoV-2).
lon Torrent Una vez iniciada la Problemas con los homopolimeros. De2haldia, en De 30 Mb a Costos
secuenciacion, los Costo elevado de adquisicion. funcion de la 50 Gb, en moderados.
resultados se obtienen en . (s matriz y el funcion de la
X Por lo general, la longitud maxima de X 7 .
poco tiempo. lectura es de unos 400 pb. dispositivo. n'?atrlz.y. el
dispositivo.

2 En esta lista se ofrece un panorama general de los instrumentos mas utilizados para la secuenciacion del genoma del SARS-CoV-2, sin que ello implique que

la OMS avala estos productos.

b En la referencia (8) pueden encontrarse estimaciones de diferentes costos.

La OMS contintia vigilando atentamente la situacion por si se producen cambios que afecten a las presentes orientaciones
provisionales. Si se produjese algiin cambio, la OMS publicaria una actualizacién. En caso contrario, la validez de las

presentes orientaciones sera de dos afios a partir de la fecha de publicacion.
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