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1. ANTECEDENTES

La biologia del virus SARS-CoV-2, al igual que el resto de los virus, lleva implicita cambios
constantes en su genoma a través de mutaciones, por lo que la apariciéon de variantes es un
hecho esperado y no es en si mismo un motivo de preocupacion (1). La adaptacién evolutiva y la
diversificacion de SARS-CoV-2 se ha ido observando a nivel global a lo largo de la pandemia. La
mayoria de las mutaciones que surgen no proporcionan una ventaja selectiva al virus, ni
tampoco cambios fenotipicos que impliquen alteraciones en el comportamiento o patrén de
infeccion. Sin embargo, algunas mutaciones o combinaciones de mutaciones pueden
proporcionar al virus una ventaja selectiva como, por ejemplo, una mayor transmisibilidad a
través de un aumento en la unién del receptor. Del mismo modo, existe preocupacién acerca de
la aparicidn variantes que se asocien con un aumento de la gravedad o la letalidad, que escapen
al efecto de los anticuerpos neutralizantes generados tras una infeccién previa o tras la
vacunacion, que no puedan ser detectadas mediante alguno de los métodos diagndsticos o que
sean resistentes a la accién de posibles tratamientos. La aparicion de variantes con estas
caracteristicas, podria tener consecuencias epidemiolégicas importantes constituyendo un
problema de salud publica con repercusiones importantes en el control de la pandemia (2).

Por ello, el ECDC ha propuesto posibles medidas de Salud Publica para contener la transmision
comunitaria de las variantes de interés (3):

— La deteccidn precoz de la circulacidn de las variantes mediante secuenciacidn gendmica en
grupos diana y determinacion de la incidencia de casos de dichas variantes en la poblacidn.

— Seguimiento de casos y contactos intensificado en personas con vinculos epidemiolégicos
conocidos con zonas donde estén circulando las variantes de interés de forma importante.

— Restricciones de viajes a zonas donde circule de forma importante una variante de interés y
cuarentenas a personas que procedan de esas zonas.

La integracion de los resultados de la secuenciacion gendmica en la vigilancia es necesaria para
poder detectar y monitorizar las variantes del SARS-CoV-2 de cara a tomar las medidas de salud
publica que se consideren oportunas.

El 19 de enero la Comisién Europea publicd un comunicado instando a los paises a incrementar
la tasa de secuenciacion ya que consideran que la actual no es suficiente para identificar la
progresidn de las variantes o detectar nuevas. Se pidié a los Estados Miembros secuenciar al
menos el 5%, y preferiblemente el 10%, de los resultados positivos de las pruebas de COVID-19,
minimizar los retrasos en los resultados y garantizar que estos datos se compartieran, para
poder realizar comparaciones (4).
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2. INTEGRACION DE LA SECUENCIACION GENOMICA EN EL SISTEMA DE VIGILANCIA
2.1 Objetivos
Los objetivos que debe perseguir la integracidn de la secuenciacién en la vigilancia son:

1. Determinacién de la incidencia de las variantes de interés para la salud publica en el
conjunto de la poblacién
2. ldentificacidon precoz de nuevas variantes de SARS-CoV-2 de interés para la salud
publica que presenten:
e Aumento de la transmisibilidad.
e Aumento de la virulencia.
e Disminucion de la efectividad de las medidas de control, los tratamientos,
los métodos diagndsticos o la inmunidad adquirida mediante infeccion
previa o mediante vacunacién

3. Apoyar la caracterizacién gendmico-viroldgica y epidemioldgica de las variantes.

2.2. Puntos clave a tener en cuenta en la integracion de la secuenciacion en los
sistemas de vigilancia

Para la integracion de la secuenciacion gendmica dentro del sistema de vigilancia
epidemioldgica se debe tener en cuenta:

. La informacion generada debe tener como objetivo la toma de decisiones de salud

° Se ha establecido una Red de laboratorios de referencia para desarrollar y operativizar
los objetivos planteados:

a) Los laboratorios de referencia que participan en esta vigilancia deberan estar
coordinados por las autoridades sanitarias de salud publica de cada CCAA,
quienes han designado los laboratorios que forman parte de esta Red.

b) La Red sera coordinada por el Ministerio de Sanidad en colaboracién con las
CC.AA. y el ISCIII. El Ministerio de Sanidad coordinard los aspectos de integracién
de la informacion proporcionada por la vigilancia genémica en la vigilancia
epidemioldgica. El Centro Nacional de Microbiologia (CNM) del ISCII coordinara
los aspectos virolégicos para lo que se cuenta con un Comité Técnico
Coordinador. Este Comité revisara de forma periddica qué informacién
obtenida mediante secuenciacién gendmica se considera relevante para ser
notificada a través del sistema de vigilancia y asistird al resto de miembros de la
Red en la definicién de las técnicas, protocolos y procedimientos que se van a
utilizar para garantizar que los resultados sean comparables a nivel nacional. En
el Anexo 1 se recogen sus objetivos y composicion.

c) El Centro Nacional de Microbiologia del ISCIll prestard apoyo para realizar la
secuenciacién y analisis bioinformatico a aquellas CC.AA. que no dispongan de
suficiente capacidad.
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d) Para cumplir con los objetivos de vigilancia gendmica a nivel nacional e informar
segun establece la OMS y ECDC, al menos una parte representativa de las
secuencias que se ajusten a criterios de calidad internacional se compartiran
con el Centro Nacional de Microbiologia segun se establezca. El Centro Nacional
de Microbiologia sera el responsable de la comunicacion de los resultados de
secuenciacién a los organismos de vigilancia internacionales (OMS, ECDC).

La Red dara respuesta a las necesidades que desde Salud Publica se establezcan. En este
sentido, en el momento actual las prioridades son la identificacién y seguimiento de las
variantes que circulan en nuestro pais y ademas realizar el estudio de los casos y situaciones
en las que se considera que una nueva variante de interés para la salud publica pudiera
estar implicada. S e debe garantizar una agilidad suficiente entre la obtencién de muestras
y su secuenciacién, siempre teniendo en cuenta las capacidades disponibles.

La capacidad de analisis bioinformatico de las secuencias puede limitar la obtencién de
resultados, por lo que en determinadas situaciones puede disefiarse una estrategia de
anadlisis abreviado, dirigido al andlisis de determinadas dianas de especial relevancia
(espicula, etc.).

La base de datos SiViEs se adaptara para que se puedan introducir los resultados obtenidos
de la secuenciacidn en cada uno de los casos en los que se realice. Las CC.AA adaptaran sus
sistemas para poder introducir esta informacién.

Cualquier laboratorio que realice la secuenciacidon o derive muestras a otro centro para su
secuenciacién tiene la obligacion de enviar los resultados de este andlisis a salud publica de
la comunidad auténoma correspondiente, para garantizar la integracién de la secuenciacion
con la informacién epidemioldgica.

Ademas de los resultados de la secuenciacion, la informacion derivada de la realizacion de
pruebas de PCR especificas para determinadas variantes puede ser de gran utilidad para la
toma de decisiones en salud publica, especialmente al inicio de la circulaciéon de una nueva
variante.
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2.3. Estrategias de seleccion de muestras para secuenciacion

e Secuenciaciéon de muestras seleccionadas por muestreo aleatorio con el objetivo de
determinar la incidencia de las variantes de interés para la salud publica en el conjunto
de la poblacién:

o Se realizard un muestreo aleatorio y representativo de las muestras analizadas
correspondiendo el 80% de ellas a muestras procedentes de Atencién Primaria y
el 20% a muestras procedentes de Atencién Hospitalaria. Se deberd tener en
cuenta también que las muestras no procedan de un mismo origen (por ejemplo,
muestras pertenecientes a un mismo brote) y que sean seleccionadas
independientemente de los posibles resultados en PCRs especificas capaces de
detectar determinadas mutaciones. También las muestras de viajeros deberian
excluirse expresamente de este muestreo aleatorio.

Los criterios para la seleccion de muestras en este tipo de muestreo seran
establecidos por los responsables de Salud Publica de cada comunidad auténoma.
El nimero minimo de muestras secuenciadas dependerd de la incidencia de cada
territorio. Como norma general, el objetivo es alcanzar al menos entre un 5 y un
10% de los casos diagnosticados.

e Secuenciacion de muestras seleccionadas de manera dirigida, para la identificacion
precoz de nuevas variantes de SARS-CoV-2 de interés para la salud publica, siguiendo los
siguientes criterios:

o Sospecha de reinfeccidn de acuerdo con la definicidn establecida en la Estrategia
de deteccion precoz, vigilancia y control de COovVID-19
(https://www.mscbs.gob.es/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/nCo
v/documentos.htm)

o Casos en personas completamente vacunadas de acuerdo con la definicion
establecida en la Estrategia de deteccién precoz, vigilancia y control de COVID-19
(https://www.mscbs.gob.es/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/nCo
v/documentos.htm)

o Casos confirmados que no responden al tratamiento con plasma de
convaleciente o anticuerpos monoclonales.

o Casos en los que se sospecha alguna variante de preocupaciéon (VOC) o de
interés (VOI) conocida y poco frecuente: se realizard secuenciacidon en aquellos
casos con vinculos epidemioldgicos (en los 14 dias previos al inicio de sintomas o a
la fecha de toma de muestra para casos asintomaticos) con lugares o ambitos en
los que se haya descrito una elevada incidencia de variantes de preocupaciéon o de
interés que hayan sido detectadas en baja frecuencia en nuestro territorio. En
este sentido, para el estudio de brotes, no sera necesario secuenciar la totalidad
de los casos pero si el minimo que permita establecer los vinculos
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epidemioldgicos necesarios. Del mismo modo, al tratarse de variantes conocidas,
serd suficiente con llevar a cabo una secuenciacidon parcial que permita asignar el
virus a un determinado linaje. Las técnicas de PCR capaces de detectar
mutaciones concretas pueden ser de ayuda en estos casos como métodos de
cribado que permitan una identificacion preliminar pero su resultado no sera
considerado definitivo en cuanto a la determinacion del linaje.

o Sospecha de transmisibilidad o virulencia extraordinariamente elevadas: brotes
con tasas de ataque secundario o proporciones de casos graves mayores de las
esperadas y aumentos muy rapidos de la incidencia en un territorio sin una
explicacion epidemioldgica plausible. En este caso no sera necesario secuenciar la
totalidad de los casos sino los necesarios para establecer los vinculos
epidemioldgicos implicados (de forma aproximada, un 10% de las muestras 0 4 o
5 casos en el estudio de brotes). También puede considerarse en casos
individuales con un comportamiento clinico no esperado por su gravedad.

o Sospecha de fallo de los métodos diagndsticos: casos en los que se confirme un
resultado positivo con una técnica de amplificaciéon de acidos nucleicos (TAAN)
gue sugiera una carga viral elevada y resultado negativo mediante otra TAAN o
técnicas de deteccion de antigenos.

Salvo en aquellos casos en los que se especifica lo contrario, el tipo de secuenciacién realizada
serd secuenciacion del genoma completo.

2 PROCEDIMIENTO DE LA TOMA Y ENVIO DE MUESTRA

El procedimiento de la toma de muestra sera el habitual para las muestras respiratorias (toma y
transporte de muestras para diagndstico por PCR de SARS-CoV-2)

1. Se analizardn exudados nasofaringeos (u otras muestras respiratorias cuando proceda)
para realizacién de PCR y secuenciacion.

2. Parael transporte, si es posible se recomienda utilizar un medio de transporte de virus
SIN sustancias inactivantes. El envio de las muestras se hard siguiendo las instrucciones
descritas en el anexo 1 del documento Toma y transporte de muestras para diagndstico
por PCR de SARS-CoV-2.

3. La secuenciacion se realizard en los laboratorios designados en cada Comunidad

auténoma o en su defecto, las muestras se enviaran al Centro Nacional de Microbiologia
o a los laboratorios de referencia que se designen. Las muestras que se envien para
secuenciar deben tener un Ct<30.
El envio al CNM se realizard por los métodos habituales, utilizando el cddigo GIPI
Programa de Vigilancia SARS-CoV-2. La muestra debera ser identificada (de acuerdo con
el sistema establecido por Salud Publica de cada CCAA) de tal modo que garantice la
integracién de los resultados con la informacion epidemioldgica en SiViEs.

El ECDC y la OMS han elaborado documentos técnicos que pueden servir de guia para la
secuenciacién (5,6).
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ANEXO 1. Comité Técnico Coordinador de la Red de Laboratorios de Secuenciacion de
SARS-CoV-2.

La Red cuenta con un Comité Técnico Coordinador, que tiene los siguientes objetivos:

e Elaborar y tener actualizado un catadlogo con la informacién sobre los laboratorios que
forman parte de la Red y los recursos disponibles en dichos laboratorios.

e Estandarizar los procedimientos de secuenciacidn

e Revisar de forma periddica qué informacién obtenida mediante secuenciacién gendmica
se considera relevante para la vigilancia.

e Favorecer que la transmisidon de la informacidn gendmica de interés se realice de tal
manera que facilite su inclusién en la notificacién de casos a la Red Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica

e Proponer mecanismos de intercambio de informacidn viroldgica entre los laboratorios
de la red segln las prioridades que se establezcan

e Proponer y apoyar la realizaciéon de los estudios que se consideren necesarios para
tomar medidas de salud publica.

e Evaluar, elaborar y difundir un informe anual de las actividades realizadas por la Red.

El comité establecerd sus propios procedimientos de funcionamiento y toma de decisiones. Del
mismo modo, sera el propio comité el que establezca la frecuencia con la que se reunira.

Este comité estard formado por:

e Dos representantes del CNM, que actuardn como coordinador y secretario del Comité.

e Un representante del Centro Nacional de Epidemiologia (CNE).

e Un representante del Centro de Coordinacién de Alertas y Emergencias Sanitarias
(CCAES).

e Un representante de SeqCOVID en representacion de los consorcios dedicados a la
vigilancia gendmica.

e Cuatro representantes de laboratorios con capacidad de secuenciacidn.

e Unrepresentante de un laboratorio sin capacidad de secuenciacion.

e Dos representantes del sistema de vigilancia de salud publica de las CC.AA.

Los representantes de los laboratorios seran elegidos de forma rotatoria cada dos afios entre los
miembros de la red. Los representantes de Salud Publica de las CC.AA. serdn elegidos también
de forma rotatoria cada dos afios entre los miembros de la Ponencia de Vigilancia
Epidemioldgica.

Para asegurar una mayor representatividad territorial, se elegiran representantes de laboratorios
y de Salud Publica de diferentes CC.AA. siempre que esto sea posible.

El Comité, por lo tanto, quedard compuesto por doce miembros, ostentando el Coordinador el
voto de calidad.

Secuenciacion de SARS-CoV-2
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