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La pandemia causada por el nuevo coronavirus
SARS-CoV-2 no sdlo estd afectando de manera
muy sensible al modo de vida de miles de
millones de personas, sino que, a la vez de reto
cientifico y médico, esta suponiendo un nuevo
paradigma en la deteccion, caracterizacion
y seguimiento epidemioldgico del agente
causal. Y sin lugar a duda la secuenciacion
completa del genoma de SARS-CoV-2 a partir
de muestras clinicas es el estandarte de este
nuevo paradigma. Con mas de 45 millones de
casos de infeccion detectados hasta octubre
de 2020 (

), son mas de 170000 los genomas
depositados en la base de datos de GISAID en
las mismas fechas ( ),
casi un 0,4% de todos los casos detectados
mundialmente, que en principio puede parecer
una cifra minscula, pero a su vez nunca vista
para otro agente infeccioso. Las ventajas de
conocer la secuencia completa del genoma del
virus que esta infectando a individuos concretos
hablan por si mismas. Con todos los elementos
genéticos determinados para cada espécimen
es posible trazar con precision los origenes
de los brotes, las cadenas de transmision, la
dispersion del agente y su propia evolucion
espacio-temporal. Pero no s6lo aporta valiosa
informacion epidemioldgica, sino que los
cambios genéticos en el virus pueden acarrear
a su vez cambios fenotipicos con consecuencias
en su infectividad, agresividad de la enfermedad
causada y en el disefio de farmacos o vacunas.

Como en muchas otras areas de la micro-
biologia, 0 en la misma genética humana,
la secuenciacion completa de genomas
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va camino de instaurarse como técnica de
referencia en el dmbito de |a identificacion
y caracterizacion molecular, impulsada como
no, por la enorme capacidad de secuencia-
cion de las distintas plataformas de secuen-
ciacion masiva actuales y la reduccion de los
costes por nucledtido, que llega a equiparar
el coste de una secuenciacion clasica de
Sanger, una kilobase, con una gigabase de
secuencia obtenida por los nuevos métodos.

La secuenciacion del genoma de SARS-
CoV-2 no presenta mayor obstaculo debido
a su tamario (unas 30 Kb) sino por el tipo
de muestra, exudado nasofaringeo en la
mayoria de los casos, en la que ademas del
RNA viral, cuya proporcion dependera funda-
mentalmente de la carga viral del individuo
afectado, encontraremos acidos nucleicos
del paciente, asi como de otros organismos
que puedan estar coinfectando o formando
parte de la flora respiratoria, y ademas en
proporciones muy variables de cada uno de
ellos. De ahi que los protocolos difieran en la
introduccion o no de algun paso de enrique-
cimiento en secuencias especificas del virus.
En el caso de utilizar el RNA de la muestra sin
seleccion alguna, lo que se suele denominar
como aproximacion metagenomica, se obten-
dran mayoritariamente secuencias de RNAs
humanos, siendo las secuencias virales entre
un 5y menos del 0.001 por ciento del total.
Esto requiere generar en muchos casos dece-
nas de millones de secuencias por muestra
para garantizar una cobertura completa del
genoma y, en su caso, la identificacion de
variantes en baja proporcion, lo cual exige
equipos con un gran rendimiento de secuen-
ciacion, un importante coste en reactivos y
también adecuada capacidad bioinformatica.
Eso sf, esta aproximacion viene con bonus
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extra, ya que se puede caracterizar ademas
el transcriptoma del paciente, parte de sus
variantes alélicas, su microbioma respirato-
rio y la presencia de otros virus (Xiao et al.,
2020). Sin embargo, y por las razones de
costes antes citadas, las aproximaciones mas
extendidas son las aprioristicas, en las que,
ya sea mediante amplificacion especifica por
PCR o por captura con sondas especificas,
se reduce considerablemente el nimero de
secuencias requeridas para obtener el geno-
ma completo del virus. En el caso de la ampli-
ficacion, las distintas estrategias se basan
en el disefo de varios cientos de amplicones
solapantes que cubren practicamente todo el
genoma del virus. Una de las primeras, y mas
exitosas por el volumen de genomas secuen-
ciados, fue la desarrollada por la red ARTIC
( ), puesta a
disposicion de la comunidad cientifica en los
inicios de la pandemia y disefiada en principio
para ser usada con los secuenciadores basa-
dos en nanoporos (Minlon), aunque pronto
se extendid al resto de plataformas (lllumi-
na, Thermofisher). Ademas del bajo coste, la
rapidez en la determinacion y en el ensam-
blado de los genomas, asi como el elevado
numero de muestras que se pueden procesar
simultaneamente la han colocado como la
estrategia preferida por muchos investigado-
res. Como desventajas, la sensibilidad a posi-
bles variantes del virus, baja fiabilidad para
variantes de baja frecuencia (identificacion
de cuasiespecies) y la mayor probabilidad de
contaminaciones entre muestras. Una situa-
cion intermedia entre la estrategia de ampli-
cones y la metagendmica es el uso de sondas
disenadas para capturar especificamente las
secuencias virales, que pueden ser para un
(inico genoma o ampliarse a otros virus res-
piratorios o incluso a multiples familias. No
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requiere un gran nimero de secuencias para
obtener el genoma final, pero es mas costoso
tanto en reactivos como en manipulacion que
la secuenciacion de amplicones.

La bioinformatica es una disciplina clave
en el andlisis de grandes datos derivados de
las tecnologias de alto rendimiento, como
son las secuencias de genomas generadas
por secuenciacion masiva. Especialmente
en esta pandemia, la bioinformatica ha tenido
una relevancia muy significativa, generando la
metodologia y proporcionando las herramien-
tas necesarias para el andlisis, procesamiento
e interpretacion de los datos obtenidos en la
secuenciacion del genoma viral. Desde que
el SARS-CoV-2 fue anunciado por el gobierno
de China el 31 de diciembre de 2019, se tar-
daron apenas 10 dias en obtener la primera
secuencia completa del genoma del virus, y
ser depositada en bases de datos publicas
como GeneBank o GISAID (Wu et al., 2020) .

En el momento en que la OMS determing el
20 de enero de 2020 que el nuevo coronavirus
era una emergencia sanitaria publica de impor-
tancia mundial, la comunidad bioinformatica
asumio la responsabilidad de crear protocolos
de andlisis estandarizados y eficientes, adap-
tados a las caracteristicas del genoma del virus
SARS-CoV-2. Los primeros protocolos de ana-
lisis para el ensamblado del genoma de SARS-
CoV-2 fueron los desarrollados por la red de
ARTIC y por la comunidad GalaxyProject. La
primera, que ya habia desarrollado protocolos
estandarizados para los virus de la gripe, Ebola
y Zika, disend con gran rapidez otro capaz de
analizar los datos generados en la secuencia-
cion de amplicones de SARS-CoV-2 mediante
la tecnologia de nanoporos. Sin embargo, el
numero de muestras que es posible secuen-
ciar con los dispositivos basados en nanoporos
es muy inferior al que se puede obtener con
los de lllumina, razén por la cual se adaptaron
los métodos de andlisis a los datos genera-
dos por estos secuenciadores, ampliandolo
ademas a otros métodos de enriquecimiento
de genoma viral, como es el uso de sondas
de captura. Con el esfuerzo colaborativo de
cientos de bioinformaticos (

),

han surgido una gran variedad de protocolos

de andlisis y de colaboraciones a nivel mun-
dial, resultando herramientas como Viralrecon
( ) para
reconstruir el genoma viral a partir de los datos
de secuenciacion masiva.

Dos son las aproximaciones en las que se
basan los diferentes protocolos de obtencion
de la secuencia de los genomas virales, las
basadas en genomas de referencia y las de
ensamblado de novo. La primera consiste en
el mapeado de las lecturas de las muestras
sobre el genoma del virus SARS-CoV-2 de
Wuhan, con la posterior determinacion vy fil-
trado de variantes entre ambas secuencias
y generacion de un genoma consenso que
contiene las variantes propias de la muestra
analizada (Grubaugh et al., 2019) . En prin-
cipio, esta aproximacion tendria una clara
desventaja y es que no permitiria identificar
variantes estructurales en el genoma viral que
no estuviesen en el genoma de referencia que
se use. Sin embargo, el virus de SARS-CoV-2
no parece haber variado lo suficiente desde
su aparicion como para que esta estrategia
no sea lo suficientemente eficaz, razon prin-
cipal por la que es la mas empleada mun-
dialmente. La segunda aproximacion, aunque
menos empleada, si que permitiria obtener
estas variantes estructurales y consiste en el
ensamblado de novo, de las lecturas obte-
nidas del secuenciador, sin usar un genoma
de referencia. Aunque ya se disponia de dife-
rentes programas para este tipo de ensam-
blado, algunos se han optimizado para la
reconstruccion del genoma de SARS-CoV-2,
como es el caso de CoronaSpades (Meles-
hko y Korobeynikov 2020). El ensamblado de
novo seria la opcion de analisis a elegir si se
hace una aproximacion de enriquecimiento
mediante sondas y se desaconseja en el caso
de amplicones porque las diferencias en pro-
fundidad de secuenciacion entre los mismos,
puede generar artefactos en el ensamblado.

Una vez determinados, los genomas con-
senso se pueden subir a los repositorios
publicos existentes, como GISAID o ENA
( ),
para que estén al alcance de toda la comu-
nidad cientifica. Ambos repositorios estan
haciendo esfuerzos para unificar criterios de
calidad y analisis, para que la comparacion
de secuencias revele relaciones filogenéticas
robustas que faciliten entender la evolucion
temporal del virus y determinar las cade-
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nas de transmision a nivel mundial (Alm et
al., 2020). Ademas, ayudara a conocer las
variantes virales circulantes, informacion
necesaria para, mantener las herramientas
de diagnostico viral basadas en PCR efec-
tivas, realizar el seguimiento de una posible
vacuna y conocer su eficacia, o identificar
cuasiespecies virales con posible incidencia
en el desarrollo futuro de la pandemia.

El andlisis del genoma completo de pato-
genos se ha revelado como una importante
herramienta en el estudio de la epidemiologia
molecular de las enfermedades infecciosas.
La existencia de plataformas de publicacion
y de analisis de secuencias, como las ya
citadas y otras como NextStrain, han per-
mitido la visualizacion en tiempo real de las
secuencias disponibles de los diferentes pai-
ses, facilitando el estudio de la distribucion
del virus y la identificacion de mutaciones
que pudiesen derivar en posibles adapta-
ciones al hospedador humano o cambios en
las caracteristicas del virus (van Dorp et al.,
2020). Esto ha facilitado la definicion de una
nomenclatura para los diferentes clados o
ramas con las variantes que han aparecido
en su desarrollo y expansion. Las principales
propuestas para clasificar filogenéticamente
las secuencias de SARS-CoV-2 son las de las
plataformas NextStrain y GISAID. La primera
propone cinco grandes clados. Dos de ellos
emergieron ya en 2019: el clado 19A, que
se considera el grupo raiz, y el 19B, definido
por los cambios C8782T y T28144C. Los
tres clados restantes agrupan secuencias de
virus circulantes en 2020: el 20A, que se dis-
tingue del 19A por las sustituciones C3037T,
C14408T y A23403G, el 20B, caracterizado
por tres cambios consecutivos G28881A,
(G28882Ay G28883C y el 20C, que presenta
las sustituciones C1059T y G25563T. En los
dos primeros clados, 19Ay 19B, se agrupan
las secuencias que circularon durante los pri-
meros meses en Asia, mientras que el clado
20A comprende las secuencias de Europa de
comienzos del 2020. Los otros dos clados del
2020 comprenden a las secuencias mayori-
tarias en Europa (20B) y Norteamérica (20C).
La clasificacion propuesta por GISAID esta
basada en la combinacion de nueve mar-
cadores genéticos que permite que el 95 %



de las secuencias de SARS-CoV-2 puedan
ser clasificadas en seis grupos filogenéticos
bien definidos que van desde los dos grupos
iniciales S y L, hasta la posterior evolucion
del clado L en los grupos V'y G, quedando
este ultimo finalmente dividido en los clados
GH y GR. Estos nombres refieren a mutacio-
nes que sirven para describir el grupo. Por
ejemplo, el cambio D614G en la espicula
caracterizo al grupo descrito como clado
G. La unificacion de criterios a la hora de
nombrar los diferentes clados es una tarea
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pendiente, estando todas estas propuestas
aln en evaluacion, ya que, por ejemplo,
actualmente ninguna de estas nomenclatu-
ras refleja alguna propiedad fenotipica del
virus, como pudieran ser variantes antigé-
nicas, si bien el virus es antigénicamente
similar hasta el momento.

La distribucion de los diferentes clados en
los paises que conforman la regién Europea
de la OMS es muy variada, destacando en
Espana la alta proporcion de clados 19B/S'y
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20A/G. Este hecho puede deberse a un efecto
fundador 0 a sesgos muestrales (Diez-Fuertes
etal., 2020). pero también se ha podido con-
dicionar por la duracion de las restricciones
de viaje y las diferentes medidas implemen-
tadas en cada pais. En el caso de restric-
ciones de viaje tempranas probablemente se
veria reducida la incidencia temprana y por
lo tanto los clados mas prevalentes serian
los T9A/L/V/0 frente a los clados 20A/G que
posteriormente se convirtieron en los clados
dominantes (AIm E et al., 2020).

Aplicaciones:
Vigilancia
Epidemiologia
Molecular

Figura 1. Esquema que resume el uso de la secuenciacion del genoma completo en la vigilancia e investigacion del SARS-CoV-2.

Esta pandemia ha puesto de manifiesto la
importancia de la secuenciacion genomica en
dos aspectos clave en enfermedades infec-
ciosas, la identificacion réapida del patdgeno
que causa la infeccion, y su caracterizacion,
seguimiento y evolucion que faciliten el control
de la infeccion. El estado de desarrollo de la
secuenciacion y de su metodologia de andlisis
en las unidades de gendmica y bioinformatica
de los centros de investigacion y sanitarios ha
facilitado enormemente su aplicacion durante
esta pandemia, aunque es necesario llegar a
protocolos estandarizados y armonizados que
permitan la comparacion de datos de una
forma fidedigna. La vigilancia epidemioldgica

molecular se ha consolidado como una herra-
mienta necesaria y decisiva que debe de fun-
cionar de forma unificada a nivel mundial para
poder controlar las enfermedades infecciosas.
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