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Resumen

El diagnóstico de enfermedades humanas originadas a causa de variantes y mutacio-

nes en el ADN de cada persona está experimentando un cambio de paradigma, desde

la aproximación genética tradicional hacia una que aproveche todo el potencial de

la genómica clínica mediante la next-generation sequencing o secuenciación de última

generación (NGS), ayudando a poner fin a la odisea diagnóstica a la que se ven ex-

puestos muchos pacientes, además de mejorar el rendimiento y la coste-eficiencia de

las pruebas realizadas.

Sin embargo, la inmensa cantidad de datos generados actualmente mediante NGS

implican un desafío computacional y de almacenamiento, además de suponer un obs-

táculo adicional con respecto a la correcta interpretación de las variantes identificadas

por parte de los analistas clínicos. La detección de Variants of Uncertain Significance

o variantes de significado incierto (VUS), Unsolicited Findings o descubrimientos no

solicitados (UFs), y Secondary Findings o descubrimientos secundarios (SFs) ligadas a

la naturaleza de la NGS incrementan la carga de trabajo interpretativo y el tiempo de

respuesta para reportar los resultados al paciente, hecho que afecta directamente a la

gestión de su tratamiento médico.

En este proyecto de tesis, se han diseñado dos productos integrados en el pipeline

bioinformático de la empresa Genomcore, es decir, el conjunto de aplicaciones enca-

denadas que constituyen todo el proceso del análisis NGS, para ayudar a reducir la

carga interpretativa de los analistas y el tiempo de respuesta para el reporte de resul-

tados, que mejoran la automatización de todo el proceso: el Virtual Panel Management

System o sistema de gestión de paneles virtuales (VPMS) y la Report Generation Tool o
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herramienta de generación de informes (RGT).

El VPMS permite la creación de paneles virtuales de genes para realizar análisis

genómicos dirigidos a regiones concretas del ADN, minimizando así la detección de

VUS, UFs y SFs para facilitar la labor interpretativa de los analistas. La reutilización

de los datos de secuenciación permite también al VPMS optimizar el proceso de

reanálisis. La RGT proporciona una herramienta para la generación automatizada de

informes clínicos de resultados, así como de salud personalizada mediante el uso de

otros datos biomédicos.

De esta manera, la implementación de ambos sistemas proporciona a Genomcore

una mejora en la integración, optimización y automatización del proceso de análisis

de datos NGS y otros datos biomédicos en su plataforma bioinformática, desde la

extracción de los datos en bruto hasta el informe final de resultados.



Abstract

The diagnostic of human diseases caused by variants and mutations in each indi-

vidual’s DNA is experiencing a paradigm shift from a traditional genetics approach

towards one that exploits all the potential of clinical genomics through the use of next-

generation sequencing (NGS), helping to put an end to the diagnostic odyssey many

patients suffer, and also increasing the yield and cost-efficiency of the performed tests.

However, the huge amount of NGS data generated nowadays entails computatio-

nal and storage challenges, also creating new barriers towards the correct interpretation

of identified variants by clinical analysts. Detection of variants of uncertain significan-

ce (VUS), unsolicited findings (UFs), and secondary findings (SFs) that naturally arise

from NGS testing increase diagnostic burden and response times when reporting re-

sults to the patients, therefore affecting medical treatment management overall.

In this dissertation, we designed two products that have been integrated into Ge-

nomcore’s bioinformatics pipeline, i.e. the combination of all the applications that are

part of the NGS analysis, to help reduce interpretive burden for analysts and response

times for the reporting of results, which improve automation of the whole process: the

Virtual Panel Management System (VPMS) and the Report Generation Tool (RGT).

The VPMS streamlines virtual gene panel creation in order to execute genomic

analyses directed towards specific DNA regions, therefore minimizing the detection of

VUS, UFs and SFs to ease the diagnostic burden onto analysts. Reusage of sequencing

data also allows for the optimization of reanalysis processes by the VPMS. The RGT

provides a tool to generate clinical reports of results in an automated fashion, as well

as personalized health reports through the use of other biomedical data.
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Thus, the implementation of both systems improves integration, optimization and

automation of NGS and other biomedical analyses at Genomcore’s bioinformatics

platform, from data extraction to the reporting of results.
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CAPÍTULO 1
Introducción

En este primer capítulo se hace una introducción de todos los conceptos utilizados

en esta tesis, y un análisis del estado del arte para el sector de la genómica clínica en

la interpretación de los resultados de secuenciación mediante el uso de aproxima-

ciones en forma de paneles virtuales de genes, focalizados en proveer un diagnóstico

definitivo para un paciente, así como incrementar su coste-eficiencia. Además, se

muestran también los esfuerzos actuales para optimizar la translación de la gran

cantidad de datos biológicos que se pueden obtener de una persona en información

accionable y relevante para su salud, de una manera personalizada y accesible.

1.1 GENÉTICA Y ENFERMEDAD

1.1.1 LOS GENES Y SUS PRODUCTOS

De tal palo, tal astilla; esta expresión popular encierra el concepto científico de he-

rencia, un mecanismo que permite la transferencia de características de los padres y

madres a sus hijos e hijas como, por ejemplo, el color de los ojos o del pelo, pero

también, desafortunadamente, ciertas condiciones de salud, o predisposición a enfer-

medades (Gayon, 2016). Los primeros avances para dilucidar las causas de la herencia

1
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no sucedieron hasta 1866 con la publicación de las memorias de Mendel sobre la hi-

bridación en plantas, donde descubrió que existían elementos que determinaban los

rasgos de un organismo y, además, se transmitían entre generaciones (Mendel, 1866;

Hoßfeld et al., 2017). Mendel, considerado actualmente el padre y fundador de la

genética moderna, explicaba así como dichos rasgos eran heredados por las siguientes

generaciones mediante un mecanismo predecible e inevitable a través de esos elemen-

tos desconocidos, en lo que actualmente conocemos como herencia simple o herencia

mendeliana. El término gen no fue acuñado para esos elementos hasta años más tarde,

junto con la definición de fenotipo (las características o rasgos visibles de una persona)

y genotipo (la información genética que se hereda y determina el fenotipo) (Johann-

sen, 1914). Posteriormente, en 1953 se descubrió que los genes eran parte del ADN

de una persona, una molécula compuesta por una secuencia de cuatro tipos diferen-

tes de nucleótidos (fig. 1.1a), estructurada en forma de doble hélice (Watson y Crick,

1953; Maddox, 2003; Olby, 2003).

(A) El ADN y los nucleótidos que lo com-
ponen. Imagen del NIH.

(B) Fabricación de proteínas a partir de los exones de los genes en el ADN. Imagen
del NIH.

FIGURA 1.1: El ADN, los genes y las proteínas.

Actualmente, sabemos que el gen es la unidad básica de herencia entre generacio-

nes; son secuencias de ADN que codifican para uno o más ARNs, que a su vez pueden

codificar para una o más proteínas, que ayudan al cuerpo a realizar sus funciones vi-

tales y dirigir la actividad de las células (Portin y Wilkins, 2017). La estructura de

un gen codificante consiste de varios elementos, de los cuales solamente una pequeña

https://www.genome.gov/genetics-glossary/Nucleic-Acids
https://www.genome.gov/genetics-glossary/Gene
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parte, los exones, corresponden a la secuencia que acaba codificando para una proteí-

na (Crick, 1979). Los otros elementos incluyen regiones promotoras, reguladoras, e

intrones (fig. 1.1b). Por otro lado, existen también genes y regiones no codificantes,

que ocupan, en la especie humana, la gran mayoría de la secuencia de nuestro ADN

y participan en la expresión génica (Maher, 2012).

1.1.2 GENÉTICA Y GENÓMICA

El término genética fue definido por primera vez en 1905 en una carta que el biólogo

inglés W. Bateson le envió a su compañero A. Sedgwick para definir la ciencia de la

herencia y la variación biológica (Gayon, 2016); es el estudio de los genes de manera

individual, sus variaciones, su papel en la herencia, y sus efectos en los organismos

para tratar de identificar su función y entender cómo su alteración puede causar una

enfermedad. En este sentido, la genética humana es la ciencia de la variación biológica

en los humanos (McKusick, 1975).

La genómica es un término más reciente, introducido en 1987 (McKusick y Rudd-

le, 1987), con una visión más global; estudia la información que contienen todos los

genes de un organismo, es decir, su genoma, así como las interacciones entre ellos y

con el entorno (Primrose y Twyman, 2003). El genoma es todo el material genético

de una persona: el ADN que se transmite a las siguientes generaciones, incluyendo

sus genes y otros elementos que controlan la actividad de éstos. Se estima que cada

persona tiene alrededor de 20,000 genes que codifican para proteínas, de un total de

63,494 genes descritos hasta la fecha (Nurk et al., 2022).

1.1.3 VARIACIÓN GENÉTICA Y ENFERMEDADES

El genoma humano es prácticamente idéntico en todas las personas; las diferencias

observadas en el genotipo de cada persona son las que definen las variantes o variación

genética humana. El mecanismo último de generación de variación es la mutación,
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término definido a partir de 1920 (Gayon, 2016), que provoca cambios aleatorios

en la secuencia del ADN y, por lo tanto, puede producirse en casi todas las células

de un organismo. De media, cada persona tiene 24-25 millones de bases afectadas

por variaciones, es decir, casi el 1% de su ADN. Por tipología, la variación humana

se divide en tres categorías principales (fig. 1.2): la mayoría de variaciones son Single-

Nucleotide Variants o variantes de nucleótido único (SNVs) e inserciones/deleciones

(indels), y solo el 0.01% corresponde a Structural Variants o variantes estructurales

(SVs); por número de bases afectadas, las SVs representan aproximadamente el 80%

de la variación (Roach et al., 2010; The 1000 Genomes Project Consortium, 2015).

FIGURA 1.2: Diferentes tipos de variación genética: una SNV es una sustitución nucleotídica en una
posición del genoma, e incluye también los SNPs cuando su frecuencia poblacional es de un 1% o más
(The International HapMap Consortium, 2003; Katsonis et al., 2014); una indel define una inserción
y/o deleción de un fragmento de ADN de menos de 1 kilobase (Sehn, 2015); una SV comprende regiones
genómicas de más de 1 kilobase, y las hay de diferentes tipos, por ejemplo, duplicaciones, inversiones, y
translocaciones (Feuk, Carson y Scherer, 2006). Imagen del NIH.

Hasta la fecha, se han catalogado hasta un total de 88 millones de variantes huma-

nas; 84.7 millones de Single-Nucleotide Polymorphisms o polimorfismos de nucleótido

https://www.genome.gov/genetics-glossary/Mutation
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único (SNPs), 3.6 millones de indels, y 60,000 SVs (The 1000 Genomes Project

Consortium, 2015).

Las variantes genéticas humanas, que hacen que cada persona tenga un genotipo y

fenotipo único, también pueden tener efectos en la salud: pueden provocar enferme-

dades, al generar proteínas malformadas que no pueden llevar a cabo sus funciones;

alternativamente, pueden afectar a la respuesta a ciertos medicamentos, o a la proba-

bilidad de desarrollar una enfermedad. De esta manera, contienen pistas importantes

sobre las causas de las enfermedades genéticas que afectan a diferentes poblaciones,

o a ciertas personas dentro de la misma población. Las enfermedades genéticas se

pueden clasificar en enfermedades mendelianas o monogénicas si están causadas por

genes individuales, o en enfermedades complejas o poligénicas si se deben a una

combinación de factores genéticos y ambientales (fig. 1.3). La genética se utiliza para

estudiar cómo se heredan entre generaciones ciertas enfermedades mendelianas, y la

genómica para analizar las diferencias en múltiples genes que provocan enfermedades

complejas.

Solo las enfermedades provocadas por mutaciones en las células de la línea ger-

minal son hereditarias, ya que dichas mutaciones se transmiten a través de las células

a la descendencia. Otras enfermedades no lo son, porque las mutaciones afectan solo

a las células somáticas de un organismo, como en el caso del cáncer.

En cualquier caso, la genética y la genómica proporcionan herramientas para pro-

fundizar en la comprensión de las enfermedades, y ayudan a desarrollar diagnósticos

y tratamientos dirigidos más tempranos. Esta tarea es de suma importancia en me-

dicina; excepto en accidentes como caídas o envenenamiento, los factores genómicos

juegan un papel clave en nueve de cada diez causas principales de muerte en los

Estados Unidos (fig. 1.4), por ejemplo: cardiopatías y cáncer (Murphy et al., 2021).
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FIGURA 1.3: Enfermedades complejas y mendelianas. Imagen del NIH.
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FIGURA 1.4: Principales causas de muerte en Estados Unidos en 2020. Fuente: https://www.cdc.gov/
nchs/fastats/leading-causes-of-death.htm.

https://www.genome.gov/genetics-glossary/Complex-Disease
https://www.cdc.gov/nchs/fastats/leading-causes-of-death.htm
https://www.cdc.gov/nchs/fastats/leading-causes-of-death.htm
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1.2 GENÉTICA MÉDICA

El desarrollo de la especialidad clínica de la genética médica comenzó cuando los nue-

vos avances en genética fueron sistemáticamente aplicados en el campo de la medicina

a finales de 1950. Se define como el estudio de la variación genética humana en rela-

ción con la salud y las enfermedades, y se centra en el diagnóstico, la prevención, y el

tratamiento de los trastornos genéticos (McKusick, 1993; Passarge, 2021).

1.2.1 SUBESPECIALIDADES

Actualmente, esta disciplina se divide en diferentes subespecialidades:

• La citogenética, desarrollada a finales de los años 1950 y definida como el estu-

dio de la estructura cromosómica y la identificación de aberraciones genómicas

que causan enfermedades (Speicher y Carter, 2005; Ferguson-Smith, 2015), se

usó para describir los síndromes de Down (Lejeune, Gautier y Turpin, 1959),

de Turner (Polani, Hunter y Lennox, 1954; Ford et al., 1959) y de Klinefelter

(Jacobs y Strong, 1959).

• La genética de células somáticas, el estudio de enfermedades monogénicas me-

diante la hibridación en cultivos celulares, apareció a mediados de los años 1960,

y se usó sobre todo para el mapeado de genes en los cromosomas (Goldstein,

1971; Puck y Kao, 1982).

• La genética molecular estudia la variación genética a resolución de nucleótidos

individuales. Se implementó a finales de los años 1970 y aplicó el mapeado

de genes para diseñar sondas y marcadores de ADN específicos, además de

demostrar por primera vez la existencia de polimorfismos (Kan y Dozy, 1978;

McKusick, 1993).

• La genética bioquímica, el estudio de la base genética de las enfermedades me-

tabólicas (Harris, 1953).
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• La inmunogenética, el estudio de la base genética de la respuesta inmune, apli-

cada gracias al descubrimiento de los grupos sanguíneos (Avent y Reid, 2000).

• La genética de poblaciones, que describe e interpreta la variación genética en y

entre poblaciones (Dobzhansky, 1937).

• La genética mitocondrial, que estudia las enfermedades originadas por varia-

ciones en el ADN mitocondrial (Wallace, 2018).

• La epigenética, el estudio de las modificaciones que afectan directamente la

expresión génica sin modificar la secuencia del ADN (Gayon, 2016).

La genética médica ha ido evolucionando a lo largo de los últimos 70 años, gracias

a diversas aportaciones científicas adicionales: el análisis cromosómico para el conse-

jo genético (Carter et al., 1960), el descubrimiento de marcadores de ADN para el

mapeo de asociaciones entre fragmentos de ADN (Solomon y Bodmer, 1979), la pri-

mera enfermedad mendeliana con un defecto bioquímico desconocido (enfermedad

de Huntington) que se pudo mapear solo a partir de su asociación con un marca-

dor genético (Gusella et al., 1983), la farmacogenómica (Motulsky y King, 2016), etc.

Todos los avances logrados están recopilados en la base de conocimientos Mendelian

Inheritance in Man (McKusick, 1998), mantenida actualmente en la red como Online

Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (Amberger et al., 2015).

La nueva disciplina de la genética médica impulsó también la creación de un nue-

vo puesto de trabajo, el del genetista médico o clínico. Su función principal es la de

contestar a cuatro cuestiones principales: 1) qué está mal (diagnóstico), 2) qué pasará

(pronóstico), 3) qué se puede hacer al respecto (tratamiento), y 4) por qué sucedió en

primer lugar (prevención). Tiene que estar preparado para proporcionar un diagnós-

tico, consejo genético, y coordinación con los distintos servicios de salud.
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1.2.2 PRUEBAS GENÉTICAS

Una prueba genética se define como el análisis de ADN, ARN, cromosomas, proteí-

nas y ciertos metabolitos humanos para detectar mutaciones, genotipos, o fenotipos

relacionados con enfermedades hereditarias con fines clínicos (Burke, 2002). Dichos

fines se pueden clasificar en dos categorías (McPherson, 2006):

• Pruebas predictivas del riesgo a padecer una enfermedad. Incluyen las pruebas

de identificación de portadores y de pronóstico de enfermedades.

• Pruebas diagnósticas para la confirmación o exclusión de una enfermedad ge-

nética. Incluyen las pruebas de diagnóstico clínico o prenatal.

La determinación de la validez y utilidad de una prueba genética viene dada prin-

cipalmente por los siguientes indicadores (Altman y Bland, 1994; Burke, 2002; Mat-

tocks et al., 2010):

• La especificidad es la proporción de resultados negativos correctamente identi-

ficados por la prueba.

• La sensibilidad es la proporción de resultados positivos correctamente identifi-

cados por la prueba.

• La penetrancia es la proporción de personas con la variante analizada que ma-

nifiestan la enfermedad.

Las pruebas diagnósticas requieren de unos valores mínimos de especificidad y

sensibilidad analíticas, determinados por los organismos competentes correspondien-

tes (Mattocks et al., 2010; FDA, 2021; Rehder et al., 2021). No obstante, la realiza-

ción de una prueba genética no siempre es necesaria; los reconocimientos médicos,

el historial familiar, la hematología rutinaria, los estudios patológicos, y los exáme-

nes radiológicos y electrofisiológicos también se utilizan para llegar a un diagnóstico

genético (McPherson, 2006).
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1.2.3 GENÉTICA MOLECULAR

La subespecialidad de la genética molecular empezó a desarrollarse a partir del descu-

brimiento en 1953 de la estructura de la molécula de ADN (Watson y Crick, 1953),

hecho que desencadenó una serie de descubrimientos adicionales muy relevantes, co-

mo el código genético (Crick et al., 1961; Yanofsky, 2007) y los modelos de expresión

génica (Jacob y Monod, 1961; Gayon, 2016). Las primeras metodologías desarrolla-

das para su aplicación diagnóstica fueron la técnica de secuenciación Sanger (Sanger,

Nicklen y Coulson, 1977), y la técnica de la PolymeraseChainReaction o reacción

en cadena de la polimerasa (PCR) de amplificación del ADN (Saiki et al., 1986; Mullis

y Faloona, 1987; Holland et al., 1991).

Aunque la tecnología de secuenciación de Maxam-Gilbert de escisión química se

desarrolló casi al mismo tiempo (Maxam y Gilbert, 1977), la técnica de Sanger se

erigió como metodología por excelencia para validar un diagnóstico genético debido

a su facilidad técnica y la exactitud de sus resultados, aunque su eficacia y rendimien-

to son limitadas en enfermedades de origen desconocido (Ng et al., 2010; Worthey

et al., 2011; Jacob et al., 2013), en enfermedades complejas (Kumar-Sinha y Chinnai-

yan, 2018; Li et al., 2022), o en enfermedades causadas por alteraciones en regiones

genómicas demasiado grandes para ser secuenciadas por Sanger (Major et al., 2013).

Estas limitaciones se fueron paliando con la aparición de pruebas diagnósticas más

modernas basadas en microarrays para genotipar polimorfismos humanos a lo largo

de todo el genoma (sec. 1.2.3.1), y de tecnologías de next-generation sequencing

o secuenciación de última generación (NGS) (ver sec. 1.2.3.3 más adelante). Estas

últimas ofrecen mejores perspectivas, al permitir secuenciar en paralelo miles de ge-

nes, y también resolver el alineamiento de regiones genómicas con alta homología

(Treangen y Salzberg, 2012; Mandelker et al., 2016). La implementación clínica de la

genética molecular también se vio favorecida con la creación de la primera secuencia

de referencia del genoma humano (ver sec. 1.2.3.2 más adelante).
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1.2.3.1 Pruebas de baja resolución

La implementación de las pruebas diagnósticas en la rutina clínica llegó a finales de

la década de 1950 con el desarrollo de técnicas basadas en el análisis citogenético

de los cromosomas humanos (Harper, 2007). Las primeras técnicas de diagnóstico

se basaron en el análisis cromosómico de baja resolución mediante técnicas como el

banding o el Chromosomal Microarray Analysis o análisis de microarrays cromosómicos

(CMA), que usa sondas de ADN para detectar Copy Number Variations o variaciones

en el número de copias (CNVs) mayores de 100,000 pares de bases (bp) (Speicher

y Carter, 2005; Miller et al., 2010). Esta aproximación derivó en el transcurso de

los años hacia tecnologías moleculares basadas en Fluorescence In Situ Hybridization o

hibridación in situ fluorescente (FISH) (Bauman et al., 1980), como la técnica de la

Comparative Genomic Hybridization o hibridación genómica comparativa (CGH) (Ka-

llioniemi et al., 1992), para finalmente desarrollar tecnologías de más alta resolución

basadas en microarrays: arrays de ADN complementario (ADNc) (Pollack et al., 1999),

arrays de genoma completo (Snijders et al., 2001), el array painting (Fiegler et al., 2003),

o arrays de SNPs, que tienen resolución de nucleótidos individuales (Zhao et al., 2004).

Cada una de estas técnicas tiene una utilidad concreta a la hora de detectar distintas

tipologías de variaciones genómicas dependiendo de la cuestión biológica a resolver,

y a menudo se pueden combinar para proporcionar un análisis completo de reorde-

namientos cromosómicos más complejos.

1.2.3.2 El genoma de referencia

Actualmente, nos encontramos en la edad de oro del estudio del genoma porque, al

ser capaces de identificar la secuencia completa del genoma de una persona, se pue-

de determinar la ubicación de los genes y sus interacciones. La localización de cada

uno de los nucleótidos del ADN es posible gracias a la existencia de una secuencia

genómica de referencia, que es una representación aceptada de la secuencia del ge-
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noma humano utilizada como un estándar para la comparación con las secuencias de

ADN generadas en estudios científicos y análisis clínicos. Esta secuencia de referencia

no representa la secuencia genómica de una sola persona, sino una combinación de

fragmentos procedentes de muestras de diferentes personas; el primer borrador fue

desarrollado por el Human Genome Project o Proyecto del Genoma Humano (HGP)

en 2001 (Lander et al., 2001), y se generó mediante el ensamblaje de novo de lecturas

largas de secuenciación (sec. 1.2.3.3), cubriendo alrededor del 99% de las posiciones

cromosómicas conocidas con alta fidelidad; no obstante, estaba incompleta, y contenía

muchos errores y más de 300 lagunas en la porción eucromática del genoma (Church

et al., 2011). Paralelamente a este esfuerzo público, la empresa Celera Genomics pu-

blicó también su referencia genómica humana (Venter et al., 2001). La creación de

una secuencia de referencia impulsó, además, el desarrollo de nuevos métodos de se-

cuenciación basados en el mapeado de fragmentos cortos de ADN contra ésta (ver

sec. 1.2.3.3 a continuación).

El ensamblaje genómico del HGP, considerado el primer genoma humano com-

pleto y que costó alrededor de 2.7 mil millones de dólares (National Institute of

Health, 2016), se clasificó como “terminado” 3 años más tarde (International Human

Genome Sequencing Consortium, 2004), pero ha sido mantenido y actualizado cons-

tantemente desde 2007 por el Genome Reference Consortium o consorcio de referencia

del genoma (GRC) a lo largo de esta pasada década en el ensamblaje denominado

GRCh37 (Church et al., 2011). En 2013 el GRC publicó la nueva versión GRCh38

(Schneider et al., 2017), que ha sido actualizada muy recientemente en 2022 como

GRCh38.p14, en la que todavía falta casi el 8% de la secuencia completa del genoma

humano (Genome Reference Consortium, 2022).

No fue hasta muy recientemente que el consorcio Telomere-to-Telomere (T2T), for-

mado el 2018, finalmente publicó una secuencia que contiene una representación

completa del genoma para los 22 cromosomas autosómicos y los cromosomas sexua-

les X e Y (Nurk et al., 2022). El ensamblaje T2T-CHM13 (actualmente en su versión
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2.0, https://github.com/marbl/CHM13 y https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assem

bly/GCA_009914755.4) es el resultado de secuenciar una línea celular uniforme-

mente homocigota, y su secuencia contiene un total de 3,117,275,501 bp (es decir,

alrededor de 3 Gbp). El número total de bases con potenciales problemas es solo el

0.3% de la longitud total de la secuencia, comparado con el 8% en la versión GRCh38;

en este sentido, se trata una referencia más completa, precisa y representativa para

la detección de variantes en muestras humanas de todas las ascendencias (Aganezov

et al., 2022).

1.2.3.3 Secuenciación del ADN

Para determinar los orígenes de una gran mayoría de enfermedades humanas, es ne-

cesario analizar la secuencia del ADN en busca de respuestas a los fenotipos enfermos

que se manifiestan en distintas personas. Hace ya más de 40 años que se descubrió

como secuenciar genomas usando metodología Sanger (sec. 1.2.3); este método de se-

cuenciación por electroforesis dio lugar rápidamente a la secuenciación shotgun para

realizar ensamblajes de novo de un genoma (Staden, 1979; Shendure et al., 2017).

El desarrollo de la secuencia de referencia del HGP (sec. 1.2.3.2) permitió inves-

tigar alternativas a la secuenciación mediante electroforesis, dando lugar así a tecno-

logías de secuenciación de segunda generación o NGS (Metzker, 2010; Dewey et al.,

2012; McCombie, McPherson y Mardis, 2019), también denominada secuenciación

masiva en paralelo, en la que millones de moléculas de ADN en forma de lecturas

cortas (short-reads) se alinean contra una secuencia de referencia; la primera tecnología

de este tipo apareció en 2005 (Margulies et al., 2005), e introdujo además el concepto

de multiplexación, es decir, el análisis simultáneo de diversas muestras en una única

secuenciación (Ronaghi et al., 1996). Las ventajas de la NGS incluyen: poder identifi-

car de manera precisa SNVs e indels, además de una selección de software de análisis

reputado, disponibilidad de muestras control, datos asociados para validación, y la

opción de secuenciar un genoma en menos de 48 horas (Rehder et al., 2021).

https://github.com/marbl/CHM13
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_009914755.4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_009914755.4
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La mayoría de las nuevas tecnologías NGS requieren de un proceso de amplifi-

cación de fragmentos de ADN, que puede ocasionar errores en la copia, sesgos de-

pendientes de secuencia, pérdida de información (como por ejemplo la metilación),

además de añadir complejidad y tiempo de ejecución. Para superar estos obstáculos,

nació la secuenciación de tercera generación, también llamada Single-Molecule Sequen-

cing (SMS) (Check Hayden, 2009). Esta tecnología produce lecturas mucho más largas

(long-reads) que sus predecesoras, que permiten una mejor resolución de regiones re-

petitivas y complejas al permitir el ensamblaje de novo, así como de los haplotipos, es

decir, las relaciones de fase entre variantes en un genoma diploide, aunque la propor-

ción de errores de secuenciación es mucho mayor que en Sanger o NGS, del orden

de un 15-30% (Goodwin, McPherson y McCombie, 2016).

Esta evolución de tecnologías ha permitido año tras año secuenciar genomas hu-

manos a mucho menor coste por nucleótido secuenciado (fig. 1.5); el tiempo dedicado

también ha disminuido (Service, 2006), y la cantidad de datos generados está aumen-

tando (Karczewski y Snyder, 2018).
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FIGURA 1.5: Costes de secuenciación de 2001 a 2021. Datos extraídos y adaptados del NHGRI.

https://www.genome.gov/about-genomics/fact-sheets/DNA-Sequencing-Costs-Data
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1.2.3.4 Significado clínico de las variantes

A nivel clínico, una de las terminologías más usadas para reportar variantes identifi-

cadas mediante NGS en genes que causan enfermedades mendelianas, dependiendo

del nivel de evidencia científica encontrado, es la publicada por el American College of

Medical Genetics and Genomics o Colegio Americano de Genética Médica y Genómica

(ACMG), que las clasifica en 5 categorías (Richards et al., 2015):

• Patogénica.

• Probablemente patogénica.

• Variants of Uncertain Significance o variantes de significado incierto (VUS).

• Probablemente benigna.

• Benigna.

Existe además la terminología de Clinical Genome Resource (ClinGen), que las orga-

niza según su nivel de penetrancia (ClinGen, 2022). Ambas aproximaciones se utilizan

actualmente en ClinVar (ver sec. 1.3.1.3 más adelante) como términos estándar para

reportar variantes a su base de datos (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/docs/cl

insig/). Generalmente, las variantes clínicamente relevantes se evalúan y clasifican de

acuerdo con las mejores prácticas descritas en las guías del ACMG y la Association for

Molecular Pathology o Asociación de Patología Molecular (AMP) (Green et al., 2013;

Richards et al., 2015; Kalia et al., 2017; Li et al., 2017; Miller et al., 2021).

1.2.3.5 Pruebas de alta resolución

Actualmente, la NGS permite diseñar pruebas diagnósticas de alta resolución, que se

clasifican según su rango de detección (tbl. 1.1):

• Pruebas de genotipado para la detección de variantes conocidas asociadas a

enfermedades o tratamiento.

• Pruebas de paneles de genes asociados a enfermedades o tratamientos.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/docs/clinsig/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/docs/clinsig/
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• Pruebas de Whole-Exome Sequencing o secuenciación del exoma completo

(WES), para analizar las regiones codificantes para proteínas, aproximadamente

el 1-2% del genoma.

• Pruebas de Whole-GenomeSequencing o secuenciación del genoma comple-

to (WGS), que analizan prácticamente toda la secuencia del ADN, incluyendo

regiones no codificantes.

TABLA 1.1: Comparación de plataformas de pruebas diagnósticas según su coste, capacidad de detección,

tipos de variantes detectadas, descubrimientos incidentales o secundarios (sec. 1.3.5), dificultad interpre-

tativa (sec. 1.3.1.3), y capacidad para descubrir nuevos genes. Adaptado de Rehm (2017).

Variable Genotipado Paneles de genes WES WGS

Coste (US$) <500 500-5,000 5,000-9,000 7,000-10,000

Detección Baja ~5-50% ~25% ~25%

Variantes Según diseño SNVs y CNVs SNVs SNVs, CNVs y SVs

UFs y SFs No No Sí Sí

Interpretación Fácil Moderada Desafiante Desafiante

Nuevos genes No No Sí Sí

Los resultados de los paneles de genes son más fáciles de analizar e interpretar

debido a su alcance limitado, aunque el hecho de que sea una lista de genes fijada no

permite descubrir asociaciones de nuevos genes con la enfermedad a estudiar, como

sí es posible con WES y WGS, que permiten detectar de miles a millones de variantes

en un solo individuo. No obstante, cuando apareció la WGS, era demasiado costosa

para la mayoría de grupos de investigación y clínicos como para adoptarla y escalar sus

procesos con ella; este hecho propició el desarrollo de métodos de captura dirigidos

(Hodges et al., 2007) y de la WES más tarde (Ng et al., 2009).

Los errores en el proceso de análisis NGS suelen ser más comunes que en los mé-

todos de secuenciación tradicionales basados en Sanger, debido a la propia naturaleza
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de la tecnología (Voelkerding, Dames y Durtschi, 2009); es por este motivo que se

incrementa la cobertura (la profundidad de lectura) en estos experimentos, secuen-

ciando cada posición genómica múltiples veces. La WES requiere del enriquecimien-

to de las regiones codificantes por métodos de captura o amplificación, y contiene

la mayoría de SNVs y pequeñas indels actualmente identificadas como causantes de

enfermedades mendelianas; no obstante, la cobertura paraWES no es uniforme, por

lo que la sensibilidad analítica puede ser inferior a algunos paneles de genes dirigidos

a enfermedades concretas, aunque se asume que la WES tiene un mayor rendimiento

diagnóstico a nivel global (Rehder et al., 2021).

La WGS examina casi el genoma completo y, a diferencia de la WES, no requiere

de métodos de enriquecimiento antes de la secuenciación, por lo que produce una

cobertura más uniforme a través del exoma; además, los datos se pueden producir más

rápidamente, y tiene mayor capacidad para detectar simultáneamente SNVs y CNVs,

así como variantes complejas como SVs y expansiones repetitivas. Sin embargo, la

cobertura es generalmente menor que en los paneles de genes de diagnóstico y en

la WES, de modo que puede limitar la detección de mosaicismo, y el coste de la

generación y almacenamiento de datos es también mayor (Rehder et al., 2021).

1.2.3.6 Paneles de genes diagnósticos

Dentro de las pruebas de alta resolución, el panel de genes diagnóstico es un análisis

diseñado para las características clínicas específicas de un paciente, que examina una

lista de genes seleccionados por su asociación con un fenotipo particular. Su objetivo

es el de maximizar la sensibilidad y especificidad clínicas (sec. 1.2.2), limitando el

número de VUS identificadas, que son mucho más frecuentes en WES y WGS, mini-

mizando así la carga clínica derivada de analizar genes irrelevantes o innecesarios para

el diagnóstico (Bean et al., 2020). La optimización de ambos indicadores depende en

parte de la cobertura que se consiga en las regiones objetivo a estudiar y los tipos de

variantes que se puedan detectar; al centrarse en un pequeño conjunto de genes, el
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coste para lograr una cobertura genómica adecuada es reducido a través de la utiliza-

ción eficiente de la capacidad de secuenciación y la disminución de los requerimientos

en poder computacional y de almacenamiento de datos (Oliver, Hart y Klee, 2015).

En consecuencia, esta cobertura supone una limitación en WES y especialmente en

WGS, en las que la eficiencia y precisión de secuenciación es más variable, generan-

do así regiones genómicas con insuficiente cobertura y, por lo tanto, incrementando

la carga de validación de variantes identificadas en esas regiones para el profesional

bioinformático y clínico (Yu et al., 2012).

Además, la sensibilidad clínica se puede aumentar no solo evaluando las regio-

nes codificantes y no codificantes de los genes objetivo, sino también incorporando

al análisis pruebas auxiliares como la secuenciación Sanger, aunque se ha demostra-

do recientemente que en la gran mayoría de casos no es necesaria (Beck, Mullikin

y NISC Comparative Sequencing Program, 2016; Arteche-López et al., 2021). La

especificidad clínica se puede maximizar limitando o excluyendo genes con evidencia

limitada o incierta en relación con el fenotipo, minimizando así la detección de VUS

(Rehder et al., 2021).

La evolución de las tecnologías de secuenciación de ADN (sec. 1.2.3.3) ha hecho

que los paneles de genes sean actualmente más flexibles y coste-eficientes. La NGS

se ha implementado en laboratorios clínicos como principal modalidad de prueba

diagnóstica en medicina genómica. En consecuencia, dichas pruebas están pasando

de interrogar variantes patogénicas conocidas en uno o unos pocos genes (a través

de la secuenciación Sanger o análisis de genotipado dirigido) a análisis en paralelo

de conjuntos más grandes de genes usando NGS. Los laboratorios de diagnóstico

molecular ofrecen hoy en día una gran variedad de pruebas, desde paneles de una

sola enfermedad hasta paneles de múltiples enfermedades, que se pueden consultar

en bases de datos centralizadas (Rubinstein et al., 2013).

Aunque la NGS facilita mucho el desarrollo de pruebas genéticas, su mayor alcan-

ce genómico dificulta el proceso de validación desde una perspectiva diagnóstica. La
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validación adecuada de estos paneles de genes mucho más grandes implica demostrar

por parte del laboratorio la capacidad para identificar variantes clínicamente relevan-

tes y de múltiples tipos sin importar las dificultades técnicas (Rehder et al., 2021);

para hacerlo, se deben evaluar todos los pasos de la prueba, desde las máquinas de

extracción y secuenciación de ADN usadas para generar datos sin procesar (es decir,

en bruto, la raw data), hasta los pipelines bioinformáticos utilizados para interpretar las

variantes (Wilcox et al., 2021).

Históricamente, las referencias utilizadas para validar las pruebas genéticas se han

desarrollado pensando en pequeños paneles de genes, de manera que actualmente

existe también este obstáculo para la implementación de pruebas genómicas y pane-

les grandes de genes; los conjuntos de datos existentes no cumplen con los criterios

para validar variantes clínicamente relevantes debido al hecho de que las muestras se

generaron a partir de individuos aparentemente sanos. En consecuencia, es poco pro-

bable que las muestras contengan variantes patogénicas en genes incluidos en análisis

exhaustivos de NGS, hecho que las hace insuficientes para evaluar comparativamente

la amplia gama de variantes normalmente incluidas en este tipo de paneles. Además,

proporcionar suficientes muestras de referencia para variantes específicas en paneles

grandes de genes que abarcan varias enfermedades puede ser virtualmente imposible,

siendo como ya es un desafío para los paneles más pequeños (Wilcox et al., 2021).

Los paneles de genes de diagnóstico concebidos como pruebas individuales exhaus-

tivas pueden ser inadecuados para analizar enfermedades con extrema heterogeneidad

genética. Para tales enfermedades y en ciertos escenarios, secuenciar todo el exoma o

genoma como parte de una prueba inicial no diagnóstica, con la opción de recomen-

dar más tarde paneles amplios, dirigidos a múltiples enfermedades con un objetivo

diagnóstico, podría ser una mejor opción (Bean et al., 2020).
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1.2.4 MEDICINA PERSONALIZADA

El desarrollo de las tecnologías NGS (sec. 1.2.3.3) han permitido la implementación

en la rutina clínica de nuevas técnicas diagnósticas (sec. 1.2.3.5) que hacen uso de la

información genómica de una persona como parte de su atención médica, favorecien-

do así la aparición de lamedicina personalizada, una disciplina que da un tratamiento

especializado para cada paciente basándose en la disponibilidad de una gran cantidad

de datos generados con diferentes tecnologías ómicas (ver sec. 1.2.4.3 más adelante),

en contraposición al enfoque que tiene la medicina tradicional (Schork, 2015).

Para algunas enfermedades humanas, la información genómica se puede usar para

ayudar a diagnosticarlas, predecir sus consecuencias, desarrollar tratamientos dirigidos,

o para su prevención. Esa información accionable es solo una parte del rompecabe-

zas de por qué algunas personas contraen una enfermedad y otras no, pero es una

información que podemos analizar con mucha precisión; otros factores influyen, co-

mo los hábitos personales de cada uno, así como elementos ambientales posiblemente

perjudiciales a las que estamos sometidos durante nuestra vida (Ashley et al., 2010).

1.2.4.1 Ventajas y desafíos

La medicina personalizada dispone actualmente de una serie de ventajas relevantes

sobre la medicina tradicional para su implementación en la rutina clínica:

• Proporciona un enfoque más coste-eficiente y exhaustivo que el diagnóstico

tradicional, en el que se realizan múltiples pruebas individuales (Stark et al.,

2017; Payne et al., 2018; Li et al., 2020; Yeung et al., 2020; Kosaki et al., 2020).

• Permite efectuar nuevos diagnósticos mediante el reanálisis de datos procesados

anteriormente (Wright et al., 2018; Stark, Schofield, et al., 2019); ver sec. 1.4.3

más adelante.

• Permite desarrollar una medicina integral combinando múltiples tecnologías

ómicas en una sola persona para crear una visión holística de los efectos mole-
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culares que conducen a ciertos fenotipos (ver sec. 1.2.4.3 más adelante).

• Permite generar modelos predictivos de riesgo a enfermedades enfocados a

personas sanas mediante los Polygenic Risk Scores (PRSs) (Khera et al., 2018).

No obstante, existen también obstáculos para su implementación generalizada:

• La dificultad en la interpretación masiva de los datos generados (Cheon, Mo-

zersky y Cook-Deegan, 2014; Whiffin et al., 2017).

• La capacidad de almacenamiento para la ingente cantidad de datos generados

y la capacidad de escalabilidad y de poder computacional (Stein, 2010; Berger,

Peng y Singh, 2013).

• La capacidad y habilidad del personal clínico gestionando la información gene-

rada (Rehder et al., 2021).

• En algunos casos, una menor especificidad y sensibilidad comparadas con los

métodos tradicionales (Rehder et al., 2021).

• Problemas de interferencia homóloga en ciertas regiones genómicas (Rehm

et al., 2013; Mandelker et al., 2014, 2016).

• La falta de evidencia genómica con utilidad clínica, ya que existe una menor

disponibilidad de datos de secuenciación clínica en comparación con lo que

existe en el ámbito de la investigación (Manolio et al., 2015).

• La integración conElectronicHealthRecords o historiales clínicos electrónicos

(EHRs) (Global Health Observatory, 2018a, 2019); ver sec. 1.5.3 más adelante.

• Aspectos éticos, como la falta de diversidad e inclusividad de minorías, ya que

alrededor del 89% de participantes en estudios genómicos son de ascendencia

europea (Landry et al., 2018; Mills y Rahal, 2020).

• La aceptación pública y la participación de los gobiernos en su implementación

y legislación (Global Health Observatory, 2018b, 2018c; Stark, Dolman, et al.,

2019).
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1.2.4.2 Implementación actual

La aplicación clínica de la NGS para la resolución de diagnósticos sin resultados con-

cluyentes empezó a ser una realidad hace ya más de 10 años (Choi et al., 2009; Ashley

et al., 2010; Worthey et al., 2011); uno de los primeros casos de éxito fue el de Nic Vol-

ker (ver sec. 1.4.1 más adelante). En el ámbito público, varios países han implemen-

tado iniciativas para secuenciar los genomas clínicos de grandes poblaciones (Stark,

Dolman, et al., 2019), como es el caso del proyecto 100,000 genomas impulsado por

Genomics England (Peplow, 2016), y se prevé que más de 60 millones de personas

en todo el mundo tendrán su genoma secuenciado para 2025 (Birney, Vamathevan

y Goodhand, 2017); organizaciones como la Global Genomic Medicine Collaborative

(G2MC) y el Foro Económico Mundial están facilitando colaboraciones globales res-

pecto la implementación de pruebas genómicas en entornos clínicos (Ginsburg, 2019;

World Economic Forum, 2020).

La integración en aumento de la genómica en los sistemas de salud pública se

refleja en la explosión del uso de la genómica en el sector privado, particularmente

en los Estados Unidos. El proyecto MyCode de Geisinger Health System, que comenzó

como una colaboración con Regeneron Pharmaceuticals para realizar la secuenciación

del exoma en 100,000 pacientes de Geisinger y utilizar los resultados para el descubri-

miento de fármacos y la atención clínica (Carey et al., 2016), se ha ampliado reciente-

mente a todos los pacientes que dan su consentimiento (Stark, Dolman, et al., 2019).

También han surgido empresas de pruebas direct-to-consumer (DTC), como 23andMe

y Ancestry, que capturan información genómica importante relacionada con la salud,

aunque la respuesta del público y de los médicos con respecto a su utilidad clínica han

sido polémicas (Levenson, 2016; Roberts et al., 2017; Tandy-Connor et al., 2018).
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1.2.4.3 Tecnologías integrales ómicas

Las diferentes aplicaciones ómicas de las tecnologías NGS (transcriptoma, proteoma,

metaboloma, microbioma, etc.) permiten usar los datos generados de manera combi-

nada para realizar análisis integrales en un paciente, que vayan más allá del análisis

de su secuencia genómica (Karczewski y Snyder, 2018). Esta aproximación integral

permite capturar la complejidad de las enfermedades humanas debido a que múltiples

tecnologías ómicas pueden establecer una cadena de causalidad que una sola tecnolo-

gía no puede (Chen et al., 2012; Kremer et al., 2017; Cummings et al., 2017; Piening

et al., 2018; Rodgers y Collins, 2020). Sin embargo, una de sus limitaciones más im-

portantes en la actualidad es la falta de conjuntos de datos grandes y estructurados

que faciliten su aplicación clínica (Karczewski y Snyder, 2018).

Uno de los primeros estudios en realizar un integrative Personal Omics Profile o

perfil ómico personal integral (iPOP) de un individuo a lo largo de etapas vitales sa-

nas y enfermas se publicó en 2012 (Chen et al., 2012); combinó perfiles genómicos,

transcriptómicos, proteómicos, metabolómicos e inmunológicos de un voluntario de

54 años de edad durante un período de 14 meses, y reveló varios riesgos médicos,

incluida la diabetes de tipo 2. En general, la observación de sus cambios dinámicos mo-

leculares ofreció una prueba piloto de medicina personalizada. Posteriormente, otro

estudio del mismo grupo de investigación remarcó la importancia de realizar perfiles

multiómicos a nivel individual, para generar una gran cantidad de datos personales

y longitudinales que permitan la creación de un mapa detallado de los cambios mo-

leculares individuales que ocurren en respuesta a diferentes fenotipos (Piening et al.,

2018).
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1.3 GENÓMICA Y BIOINFORMÁTICA

Gracias a la NGS, el desafío actual de la genómica clínica ya no es la generación de

datos, sino el poder computacional de la bioinformática para analizarlos, visualizar-

los, interpretarlos de forma masiva e integrarlos en los sistemas hospitalarios (Rehm,

2017; Stark, Dolman, et al., 2019). La bioinformática es una disciplina que desarro-

lla y aplica herramientas computacionales avanzadas para analizar e interpretar datos

biológicos de grandes dimensiones. Es un campo en continuo desarrollo debido a la

propia naturaleza y velocidad de aparición de tecnologías NGS (Stein, 2010; Ber-

ger, Peng y Singh, 2013); es común que las herramientas computacionales que se

diseñan para tales fines sean rápidamente desfasadas a la hora de analizar las grandes

cantidades de datos genómicos generados y las diferentes tipologías de variantes que

se pueden detectar. Actualmente existen multitud de herramientas, tanto de código

abierto como soluciones comerciales, para procesar e interpretar datos NGS e inten-

tar mantener el constante ritmo de innovación de la tecnología (Oliver, Hart y Klee,

2015), como el Genome Analysis Toolkit (GATK) por ejemplo (McKenna et al., 2010;

DePristo et al., 2011).

Las tecnologías NGS definen un amplio conjunto de métodos para llevar a cabo la

preparación de librerías genómicas previa a la secuenciación, la generación masiva de

lecturas cortas de ADN, su alineación y ensamblaje contra la secuencia de referencia,

y la identificación de variantes que difieren de ésta (Dewey et al., 2012). Estos procesos

se pueden clasificar en tres etapas analíticas: análisis primario, secundario y terciario

(fig. 1.6), detalladas en las secs. 1.3.1.1, 1.3.1.2, 1.3.1.3; cada una de ellas engloba

un paso necesario para transformar señales a datos de secuenciación en bruto, datos

en bruto a información interpretable, e información a conocimientos clínicamente

accionables.
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FIGURA 1.6: Etapas de secuenciación de un genoma clínico completo. Fuente: Marshall et al. (2020).



26 CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN

1.3.1 ETAPAS ANALÍTICAS

1.3.1.1 Análisis primario

El análisis primario (fig. 1.6) incluye el aspecto técnico de la secuenciación: extrac-

ción de ADN, preparación de librerías, generación de lecturas y control de calidad

de datos mediante la asignación de puntuaciones de calidad a cada base identificada

(Oliver, Hart y Klee, 2015). Este análisis es un proceso muy integrado a las máquinas

de secuenciación y al software comercial que usan cada una de ellas. El software trans-

forma las señales generadas por las máquinas, que se guardan en forma de ficheros

de formato binary base call (BCL) (Liu et al., 2012), en bases nucleotídicas que llevan

una puntuación de calidad asociada, y como datos de salida generan lecturas cortas

de ADN en un fichero FASTQ, el formato más común de entrada para pipelines bio-

informáticos de análisis NGS (Roy et al., 2018). En la mayoría de casos el análisis

primario incluye también la demultiplexación, la asociación computacional de esas

lecturas con una muestra concreta después de la secuenciación multiplexada.

1.3.1.2 Análisis secundario

El análisis secundario (fig. 1.6) está constituido por el proceso bioinformático de en-

samblaje de las regiones genómicas secuenciadas, que incluye la alineación de las lec-

turas obtenidas contra un genoma de referencia, la detección de variantes genómicas a

partir de las puntuaciones de calidad de cada fragmento, y más operaciones de control

de calidad para corregir el sesgo técnico de las máquinas de secuenciación:

• El alineamiento de las lecturas contra el genoma de referencia se almacena

en ficheros en formato Binary Alignment Map (BAM) (Li et al., 2009); existen

además varios pasos de refinamiento que incluyen el marcaje o filtraje de lec-

turas duplicadas y el realineamiento, que usa la visión colectiva de las lecturas

en torno a los sitios putativos de indels para minimizar la alineación errónea

de los extremos de cada lectura (Oliver, Hart y Klee, 2015). Existen también
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errores derivados de la máquina de secuenciación, que se pueden anticipar y co-

rregir para priorizar aquellas variantes con un mayor grado de confianza (Glenn,

2011).

• La identificación de variantes o variant calling es la comparación de las lectu-

ras alineadas con la referencia para identificar las variaciones genómicas, cuya

información se guarda en ficheros en formato variant call format (VCF), que so-

portan el almacenado de múltiples muestras (Danecek et al., 2011), o en formato

genome variant format (GVF), cuyo uso está menos extendido (Reese et al., 2010).

Dependiendo del protocolo empleado, la detección de variantes de diferentes

tipologías se producirá a nivel del genoma entero, del exoma o de un panel de

genes dirigido (sec. 1.2.3.5), mediante el uso de ficheros en formato BED que

limiten la amplitud del análisis (Quinlan, 2014).

1.3.1.3 Análisis terciario

El análisis terciario (fig. 1.6) involucra todo el proceso bioinformático interpretativo,

que da contexto a la información generada en un experimento NGS, y está constituido

por los procesos de anotación, filtraje, priorización y clasificación de variantes, y la

interpretación de las variantes clínicamente relevantes (Oliver, Hart y Klee, 2015):

• La anotación de las variantes identificadas (Stein, 2001) implica definir el im-

pacto previsto a nivel genético de las variantes según una nomenclatura estanda-

rizada (Den Dunnen et al., 2016; Wagner et al., 2021). Este proceso determina

qué variantes se seleccionan para la revisión de analistas durante el proceso pos-

terior de clasificación, y se encarga de priorizarlas funcionalmente consultando

diversas bases de datos (Oliver, Hart y Klee, 2015):

– Las anotaciones basadas en frecuencia poblacional se usan para identificar

aquellas variantes con mayor frecuencia alélica en la población (polimorfis-

mos), hecho que las hace potencialmente benignas y, por lo tanto, menos
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proclives a tener relevancia clínica. Para eliminar los polimorfismos de las

listas de variantes candidatas, se usan umbrales de frecuencia o cutoffs.

– Las anotaciones estructurales se utilizan para asignar el efecto de la varian-

te a los transcritos y proteínas codificadas en ese gen concreto, basándose

en el cambio de aminoácidos producido; por ejemplo, las mutaciones sin

sentido (nonsense) se clasifican como de gran impacto y, por lo tanto, se

priorizan en la lista de variantes candidatas.

– Las anotaciones predictivas se usan para inferir el impacto de una variante

en el producto resultante de la secuencia afectada, a partir de cambios

de nucleótidos o aminoácidos junto con información adicional contextual

(por ejemplo, conservación evolutiva o impacto en estructuras proteicas

simuladas en 3D), aunque la especificidad y sensibilidad de este tipo de

aproximaciones es reducida (Thusberg, Olatubosun y Vihinen, 2011).

– Las anotaciones basadas en evidencia científica tienen una alta especifi-

cidad y sensibilidad, ya que se derivan de la literatura existente y otros

datos históricos, como los catalogados y curados en la Human Gene Mu-

tation Database (HGMD) (Stenson et al., 2008), OMIM (Amberger et al.,

2015), dbSNP (Sherry, Ward y Sirotkin, 1999) y dbVar (Lappalainen et al.,

2013), y centralizadas en ClinVar, una base de datos dinámica (Landrum

et al., 2014); es una base de datos crítica utilizada por los laboratorios para

descargar archivos estáticos como instantáneas en el tiempo que luego se

utilizan en los procesos de anotación.

• El filtraje y priorización de las variantes consiste en reducir la lista de variantes

con características que tienen más probabilidades de causar una enfermedad

genética, y priorizarlas a partir de una serie de criterios que definan el orden

en que los analistas las revisarán para evaluar su relevancia clínica (Rehder et al.,

2021). En este sentido, existen aproximaciones basadas tanto en el genotipo
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como en el fenotipo para optimizar este equilibrio:

– Los análisis basados en el genotipo pueden aplicar filtros adicionales para

reducir aún más la lista de variantes que se tienen que reportar, utilizan-

do herramientas como OMIM (Amberger et al., 2015) y la Gene Curation

Coalition (https://thegencc.org/) para centrarse en variantes dentro o cerca

de los genes vinculados a una enfermedad genética. Los cutoffs de frecuen-

cia alélica también se pueden usar para el mismo propósito, usando datos

de frecuencia poblacional de bases de datos de referencia como gnomAD

para excluir variantes demasiado comunes para causar enfermedades ge-

néticas raras (Karczewski et al., 2020).

– En los análisis basados en el fenotipo es más probable que las variantes

identificadas se clasifiquen como benignas o VUS, ya que carecen de evi-

dencia previa de patogenicidad ni de predicción de un impacto en la loss-

of-function o pérdida de función (LOF), que surgirían más de los análisis

basados en el genotipo (Rehder et al., 2021).

• La clasificación de variantes es el proceso mediante el cual los laboratorios ini-

cian la toma de decisiones con respecto a la relevancia de las variantes selecciona-

das en relación con la indicación clínica principal para el análisis (sec. 1.2.3.4);

su objetivo es limitar aún más la lista de variantes reportables que cumplan los

criterios para el informe final de resultados y, por lo general, implica una revi-

sión por parte de un panel de expertos de la evidencia disponible que respalde

o niegue la patogenicidad de la variante y su asociación con la enfermedad y el

fenotipo del paciente (Rehder et al., 2021).

• La interpretación de variantes constituye el proceso por el cual se procede a

realizar un análisis menos automatizado y en profundidad de genes y variantes

relevantes, antes de tomar decisiones médicas que afecten al paciente. Este paso

representa el más costoso en cuanto a tiempo y recursos, con un promedio de

https://thegencc.org/
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7.3 horas por cada análisis realizado (Austin-Tse et al., 2022). El uso de bases

de datos de variantes de grado clínico facilita mucho la correcta interpretación

de resultados por parte de los analistas clínicos (ver sec. 1.3.3 más adelante).

• Finalmente, existe el proceso de reporte de resultados del análisis al paciente o

médico involucrado mediante un informe clínico (ver sec. 1.5.2 más adelante).

1.3.2 VALIDACIÓN CLÍNICA DEL PIPELINE BIOINFORMÁTICO

La mayoría de los pasos del análisis clínico de una WGS o WES requieren de procesos

bioinformáticos que permiten el análisis masivo de los datos generados y su automa-

tización. La implementación de un pipeline bioinformático que encapsule cada una de

las etapas analíticas es compleja, debido a los requerimientos de hardware y personal

especializado que sepa manejar y evaluar la correcta parametrización de todos los pa-

sos involucrados. Actualmente, existe una gran variedad de soluciones comerciales y

de código abierto para cada una de las etapas, con sus ventajas e inconvenientes de-

pendiendo de la plataforma de secuenciación y el protocolo seleccionado (Moorthie,

Hall y Wright, 2013; Pabinger et al., 2014); a causa también del alto grado de per-

sonalización que se puede lograr, se ha observado que la concordancia entre pipelines

alternativos no es muy alta (O’Rawe et al., 2013). La disponibilidad tan variable de

soluciones y la falta de estándares establecidos dificultan la selección de las herramien-

tas adecuadas para cada análisis clínico específico. En consecuencia, como en todo

proceso con un resultado clínico, existe una validación de los pipelines bioinformáticos

en las que, además, el laboratorio debe documentar todo el hardware, software, bases

de datos, incluidas las versiones utilizadas, y sistemas adicionales desarrollados inter-

namente, e incluir cualquier modificación o versiones que se correspondan para una

correcta trazabilidad, que se utilizan para validar el pipeline entero (Rehm et al., 2013;

Roy et al., 2018; Rehder et al., 2021); esta validación refuerza que todo el proceso

analítico esté estandarizado y sea reproducible, e incluye la determinación de la sensi-
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bilidad, especificidad, y precisión de todos los tipos de variantes identificados. Existen

diferentes instituciones que definen estos requerimientos clínicos y garantizan su cum-

plimiento para desarrollar unas recomendaciones de buenas prácticas y aseguren unas

pruebas clínicas precisas y seguras para los pacientes (Oliver, Hart y Klee, 2015). Pa-

ra validar el rendimiento y eficiencia de la detección de variantes de cada pipeline, se

pueden usar conjuntos de datos sintéticos como control, aunque se recomienda el uso

de muestras biológicas, como las establecidas por el proyecto internacional HapMap

(The International HapMap Consortium, 2003) o las del proyecto Genome in a Bottle

(GIAB), considerado uno de los mejores estándares de referencia (Zook et al., 2014).

1.3.3 BASES DE DATOS GENÓMICOS DE GRADO CLÍNICO

Los datos NGS se generan y analizan de una manera muy diferente en comparación

con las pruebas tradicionales de laboratorio, lo que implica nuevos obstáculos para

analizarlos, interpretarlos y reportarlos. Una vez los datos son procesados (sec. 1.3.1),

la falta de información curada por profesionales para respaldar la toma de decisiones

clínicas y la gran cantidad de datos generados dificultan la estandarización de la in-

terpretación de las variantes identificadas. Este problema requiere de la necesidad de

un soporte en forma de base de datos que ayude a los profesionales del laboratorio

y a los médicos involucrados en el proceso de toma de decisiones; específicamente,

se requiere de una Clinical Grade Genomic Database o base de datos genómicos

de grado clínico (CGGD), para asegurarse de que toda la información contenida en

ella se haya obtenido de resultados NGS generados bajo estándares de calidad clíni-

ca, agilizando así la implementación de la NGS en laboratorios clínicos (Yohe et al.,

2015). Idealmente, la CGGD contieneHigh-QualityHumanSequences/Variants o

secuencias/variantes humanas de alta calidad (HQHSVs): secuencias y/o variantes

producidas a partir de muestras humanas en un laboratorio que cumpla con los están-

dares de calidad clínica para el análisis que las genera. La información contenida en
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la CGGD se puede clasificar en 3 capas o categorías:

1. Los Clinical Genomic Variant Repositories o repositorios de variantes genómicas

clínicas (CGVRs), que contienen datos de secuenciación. Un ejemplo de este

tipo de base de datos la encontramos en el proyecto 1000 Genomas (The 1000

Genomes Project Consortium, 2010).

2. LosGenomicMedical Data Repositories o repositorios de datos médicos genómicos

(GMDRs), con información clínica y fenotípica, excluyendo la ocurrencia y los

resultados entre pacientes con las mismas variantes. Un ejemplo de base de

datos que incluye este tipo de información es COSMIC (Bamford et al., 2004).

3. Las Genomic Medical Evidence Databases o bases de datos de evidencia genómica

(GMEDs), que contienen información de clasificación o asociación. Esta es la

capa más útil con respecto a la interpretación de los resultados NGS de un

paciente. ClinVar (Landrum et al., 2014) sería un ejemplo de base de datos

que incluye este tipo de información; sin embargo, carece de garantías sobre

la calidad de los datos de las secuencias generadas, así como de los estándares

utilizados para la evidencia médica de utilidad clínica (Yohe et al., 2015).

Los datos enviados a una CGGD pueden tener principalmente tres formatos di-

ferentes: FASTQ, BAM, y VCF. Para su recuperación se recomienda el uso de una

interfaz web con un formato estandarizado para permitir la interacción con otras ba-

ses de datos, y de un mecanismo para automatizar la correlación de la información de

secuenciación en la CGGD con datos del laboratorio o del sistema de EHRs, y para

recuperar automáticamente información de todas las variantes detectadas en un pa-

ciente (Yohe et al., 2015). En cuanto a privacidad y seguridad, la CGGD debe cumplir

con los requisitos para el cumplimiento de las leyes locales o regionales del país donde

se almacena, aunque pueda contener datos de pacientes de otros países; muchas bases

de datos actuales se desarrollaron sin tener en cuenta estos requisitos. Además, los
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datos solo deben enviarse a la CGGD si el laboratorio dispone del consentimiento

informado del paciente (Yohe et al., 2015).

1.3.4 RECLASIFICACIÓN DE VARIANTES Y REANÁLISIS DE DATOS

Con la base de conocimientos de variantes en rápida evolución, se han informado

altas tasas de reclasificación de variantes identificadas (Deignan et al., 2019; Machini

et al., 2019), por lo que existen recomendaciones con respecto a que los laboratorios

ofrezcan el reanálisis de datos de pruebas genéticas previamente reportadas. Dichas

recomendaciones incluyen (Rehder et al., 2021):

• Una descripción de los procedimientos de reclasificación con respecto a la va-

riante y reanálisis en cuanto al estudio.

• Una indicación sobre si se aplican cargos adicionales.

• Una declaración sobre el reanálisis en la descripción de la prueba y en los infor-

mes individuales.

• La petición por parte de los laboratorios a los proveedores de atención médica

de realizar consultas periódicas para determinar si el conocimiento sobre una

variante reportada anteriormente ha cambiado y ha dado lugar a una reclasifi-

cación, como una VUS reclasificada como patogénica.

1.3.5 DESCUBRIMIENTOS ADICIONALES

Durante un análisis WES o WGS de una persona, los laboratorios pueden reportar

dos tipos de descubrimientos adicionales:

• Los UnsolicitedFindings o descubrimientos no solicitados (UFs), también lla-

mados Incidental Findings o descubrimientos incidentales (IFs) (Van Ness, 2008),

definen eventos inesperados durante el análisis; la European Society of Human Ge-
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netics o Sociedad Europea de Genética Humana (ESHG) ha sugerido que UF

es un término descriptivo más apropiado que IF (El et al., 2013).

• Los Secondary Findings o descubrimientos secundarios (SFs) definen even-

tos que no están relacionados con la indicación principal de la prueba genética

(Johnston et al., 2012), pero que pueden ser clínicamente relevantes para la sa-

lud del paciente, es decir, variantes que se espera que causen una enfermedad y,

en consecuencia, se intentan identificar de manera activa. Esta última situación

también es definida por la ESHG como Opportunistic Genomic Screening o criba-

do genómico oportunista (OGS) (Wert et al., 2021), un concepto más tradicional

entendido como la búsqueda deliberada de variantes genéticas no relacionadas

con la pregunta diagnóstica principal (Wilson y Jungner, 1968; Andermann

et al., 2008), que conlleva cierta polémica actualmente (ver sec. 1.5.4 más ade-

lante).

1.3.6 FLUJO DEL DIAGNÓSTICO CLÍNICO

Actualmente, el proceso por el que pasa cada paciente al que se le realiza un análisis

NGS para el diagnóstico clínico de una enfermedad de origen genético está formado

por una serie de etapas que, de manera general, se describen a continuación (fig. 1.7):

• El médico encargado del caso solicita una sesión de consejería genética con el

paciente para que se le informe sobre las ventajas y consecuencias del análisis

NGS que se le realizará (Green et al., 2013; Bowdin et al., 2016).

• Una vez firmado el consentimiento informado por parte del paciente, se encarga

al laboratorio la prueba diagnóstica específica para su situación (sec. 1.2.3.5).

• El paciente se dirige al laboratorio correspondiente para que le realicen la ex-

tracción de muestras necesarias para el análisis genómico.

• Se realiza el procesamiento bioinformático de los datos generados durante la

secuenciación (secs. 1.3.1.1, 1.3.1.2).
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• Se realiza la curación e interpretación de las variantes detectadas (sec. 1.3.1.3).

• Se reportan los resultados clínicamente relevantes al médico (sec. 1.5.2); en

caso de que no sean concluyentes, se repite el circuito entero hasta dar con un

diagnóstico definitivo para la pregunta clínica principal.

FIGURA 1.7: Flujo diagnóstico de los datos NGS, desde la sesión de consejería genética para obtener el
consentimiento informado del paciente, hasta el reporte de resultados clínicamente relevantes.
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1.4 PANELES VIRTUALES DE GENES

1.4.1 LA ODISEA DIAGNÓSTICA

La aproximación tradicional de diagnóstico genético no siempre es eficiente, especial-

mente en el caso de enfermedades raras en las que un diagnóstico molecular tarda en

llegar; durante el proceso de identificar las variantes causantes de una enfermedad, se

llega a someter al paciente a múltiples pruebas diagnósticas hasta identificar el gen o

genes con la variante o variantes patogénicas relacionadas con su fenotipo, poniendo

fin a una odisea diagnóstica que puede durar años (Lazaridis et al., 2016; Sawyer et al.,

2016; Thevenon et al., 2016; Lavelle et al., 2022). Seguramente, uno de los preceden-

tes más conocidos sea el de Nic Volker, un niño de 4 años con una enfermedad rara,

un síndrome intestinal autoinmune; después de pasar por más de 100 operaciones

quirúrgicas y mientras el personal médico consideraba un trasplante de médula, se le

diagnosticó con éxito una mutación en el gen XIAP del cromosoma X mediante WES,

que permitió modificar su tratamiento a un trasplante de sangre del cordón umbilical

que curó definitivamente sus síntomas intestinales (Jacob et al., 2013).

Muchos estudios también explican cómo la implementación temprana de la WGS

se asocia con tiempos de respuesta diagnóstica más cortos y mayores rendimientos

diagnósticos en comparación con las pruebas genéticas tradicionales, como los pane-

les de genes y los microarrays cromosómicos (Clark et al., 2018; Farnaes et al., 2018;

Gubbels et al., 2020; Wang et al., 2020; Freed et al., 2020; Lunke et al., 2020; The NI-

CUSeq Study Group, 2021). La implementación de la medicina de precisión rápida

(RPM) basada en la secuenciación rápida del genoma completo (rWGS) ha demos-

trado mejores resultados clínicos y una reducción en los costes de atención médica de

los pacientes en situaciones reales, por ejemplo con el proyecto Baby Bear, que mejo-

ró los resultados clínicos de los recién nacidos al incrementar la tasa de diagnóstico

en un tiempo medio de respuesta de 3 días, además de ser coste-eficiente al reducir
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considerablemente los gastos hospitalarios, en comparación con las pruebas genéticas

tradicionales (Dimmock et al., 2021).

1.4.2 ANÁLISIS DIRIGIDOS EN TODAS LAS ETAPAS VITALES

En el ámbito médico, realizar diagnósticos usando los resultados de una WES o WGS

resulta problemático debido a la gran cantidad de variantes identificadas con un signifi-

cado clínico incierto, que deben analizarse en un tiempo razonable para el tratamiento

del paciente (sec. 1.3.5); tampoco resulta ideal la aproximación tradicional de reali-

zar decenas o centenares de pruebas diagnósticas más dirigidas, como en el caso de

Nic Volker. En una combinación de ambas aproximaciones, el proyecto Baby Bear

ha demostrado la utilidad de la rWGS para el diagnóstico pediátrico, resultando más

coste-eficiente y reduciendo significativamente la odisea diagnóstica de los pacientes,

al utilizar la NGS para ir realizando análisis digitales de los datos generados hasta dar

con un diagnóstico concluyente (sec. 1.4.1). Esta aproximación virtual se puede apli-

car más allá del diagnóstico pediátrico de enfermedades raras, por ejemplo, a lo largo

de toda la vida de una persona a través de consultas clínicas de su genoma (fig. 1.8).

En este sentido, un panel virtual de genes es un filtro fenotípico que define la

consulta digital dirigida de un análisis NGS, en la que el uso de WES y WGS hace in-

necesaria la ejecución de un panel diagnóstico tradicional (sec. 1.2.3.6); estos paneles

priorizan genes con mayor probabilidad de estar asociados con los síntomas de una

persona (Wert et al., 2021). Existen ya estudios que demuestran su eficacia diagnóstica

como herramienta clínica, usándolos como metodología para acceder a ventanas de

información genómica de manera controlada y limitada, como si cada una fuera un

estudio, pero sin el coste económico y humano de los análisis tradicionales recurren-

tes; además, esta aproximación dispone también de ventajas a la hora de reanalizar

los datos y reclasificar resultados de una manera automatizada (ver sec. 1.4.4 más

adelante), y favorece la implementación de la medicina personalizada (sec. 1.2.4).



38 CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN

FIGURA 1.8: El uso de la genómica a lo largo de la vida de una persona. Casos de uso de la genómica
para la atención del paciente en diferentes etapas de su vida. Fuente: Rehm (2017).
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La implementación de los paneles virtuales de genes permite además evitar la

detección de UFs y SFs que puedan aumentar la carga interpretativa del personal mé-

dico, así como la ansiedad para los pacientes (sec. 1.3.5). El diseño de un panel virtual

permite priorizar las variantes accionables relacionadas con la indicación primaria pa-

ra el test diagnóstico, a muy bajo coste humano y temporal, dando opciones para

reajustar y reanalizar los datos de manera digital en caso de obtener un diagnóstico

poco concluyente, aumentando potencialmente la tasa diagnóstica de una sola WGS

o WES (Wang et al., 2019).

1.4.3 REANÁLISIS

Los datos generados a partir de WES o WGS se almacenan digitalmente en varios for-

matos (secs. 1.3.1.1, 1.3.1.2, 1.3.1.3), lo que permite a los laboratorios, en caso de no

poder establecer un diagnóstico con los datos actuales, volver a analizar esos mismos

datos cuando se publique nueva evidencia en estudios futuros. Reanalizar la informa-

ción genómica de un paciente del que se sospecha que tiene una afección genética

subyacente puede mejorar el rendimiento diagnóstico de la prueba de secuenciación,

lo que podría proporcionar beneficios significativos para el paciente y sus familiares,

así como para el sistema de salud, por lo que se recomienda que los laboratorios pro-

porcionen opciones de reanálisis para casos WES o WGS finalizados (Costain et al.,

2018; Machini et al., 2019). Es importante también el desarrollo de herramientas que

permitan capturar y recuperar anotaciones de variantes introducidas por un usuario

anteriormente, y que permitan curar resultados locales y recuperarlos posteriormente

para una posible toma de decisiones futura, aumentando así la eficiencia del reanálisis

de datos (Oliver, Hart y Klee, 2015). Se recomienda que los laboratorios consideren

un mínimo de 2 años para almacenar un tipo de fichero primario (por ejemplo, ar-

chivos BAM o FASTQ con todas las lecturas incluidas); esto permite el reanálisis de

datos con pipelines analíticos mejorados (Rehder et al., 2021). Además, los laboratorios
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deben considerar el almacenamiento del VCF y el informe final del análisis durante

5 años, dada la probabilidad de una futura solicitud de reanálisis, y el establecimien-

to de una base de datos interna de variantes analizadas y clasificadas utilizando los

estándares del ACMG y la AMP (sec. 1.2.3.4).

La producción de información genética adicional también proporciona mecanis-

mos para que los clínicos caractericen mejor el genoma de un paciente; por ejemplo,

pasar de paneles de genes a WGS proporciona una visión más completa del genoma

del paciente, y ejerce su mayor influencia en la reidentificación de variantes. Las so-

licitudes para pruebas diagnósticas pueden abordarse de manera escalonada, con el

personal médico inicialmente solicitando que se analice un panel restringido de genes

en caso de que el fenotipo del paciente pueda indicar una posible condición genética

(Robertson et al., 2022).

Uno de los primeros estudios en examinar la coste-eficiencia del reanálisis del

exoma consideró su coste-eficiencia dentro de una cohorte de bebés con sospecha

de trastornos monogénicos, demostrando que el reanálisis realizado 18 meses des-

pués del informe original fue más coste-eficiente que el realizado cada 6 meses, con

un ahorro de costes incremental de 1058.74 dólares australianos (aproximadamen-

te 710€) por diagnóstico adicional en comparación con la vía de atención médica

estándar (Stark, Schofield, et al., 2019).

1.4.3.1 Tipos de reanálisis

La forma en que se realizan los reanálisis puede variar en función de dos categorías

principales: los procesos de reanálisis pueden ser reactivos (el paciente o el proveedor

solicitante lo encarga) o proactivos (el laboratorio reanaliza directamente los casos

terminados según sus políticas internas). La mayoría de los laboratorios actualmente

realizan reanálisis reactivos; sin embargo, implementar análisis proactivos es un paso

importante para maximizar la utilidad clínica de las pruebas NGS (Austin-Tse et al.,

2022).
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1.4.3.2 Reanálisis en diferentes etapas de la NGS

El proceso de reanálisis no es específico de la genómica clínica, sino que ocurre, por

ejemplo, cada vez que un médico revisa el historial médico de un paciente; reanalizar

la misma información clínica con el contexto proporcionado por nuevos descubri-

mientos científicos puede resolver casos previamente no concluyentes. En el caso de

la genómica, usar paneles virtuales para reanalizar la misma información clínica con el

contexto proporcionado por nuevos descubrimientos genéticos ayuda a resolver casos

sin un diagnóstico concluyente (Wenger et al., 2017; Tan et al., 2020; Robertson et al.,

2022). Existen diversos mecanismos por los cuales el reanálisis puede incrementar el

rendimiento diagnóstico (Robertson et al., 2022):

• El más común de ellos es el descubrimiento de nuevas asociaciones gen-

enfermedad y variante-enfermedad.

• El acceso a la información sobre nuevas asociaciones gen-enfermedad o

variante-enfermedad y variantes reclasificadas en bases de datos públicas.

• La mejora de los métodos de filtraje de variantes.

• La recopilación de información fenotípica adicional del paciente.

• La reclasificación de variantes previamente caracterizadas.

• La colaboración internacional mediante el intercambio de datos (ver sec. 1.5.3

más adelante).

• La generación de información genómica adicional en comparación con el aná-

lisis original.

• El refinamiento del proceso de curación de variantes.

• El uso de genomas de referencia y modelos genéticos actualizados para reali-

near las lecturas secuenciadas (Wright et al., 2018).
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1.4.4 ESTADO DEL ARTE

Actualmente, existen varios estudios que han utilizado paneles virtuales de genes para

aumentar la tasa diagnóstica de casos previamente no resueltos, por ejemplo para en-

fermedades mitocondriales (Wortmann et al., 2015), neuropatías (Walsh et al., 2017;

Wang et al., 2019), displasias esqueléticas (Chandler et al., 2018), y muerte súbita

(Schön et al., 2021). La actualización de estos paneles virtuales a partir de términos

fenotípicos estándar definidos por la Human Phenotype Ontology (HPO), que se encar-

gue de añadir o eliminar genes candidatos de manera automatizada basándose en la

evidencia científica de ese momento, y los clasifique por orden de prioridad a partir

del número de fenotipos afectados, también resulta muy prometedora a la hora de

aumentar la tasa diagnóstica y la rapidez del test, al reducir el número de genes a

analizar y acortar así el tiempo de análisis y anotación, además de eliminar el proce-

so manual de seleccionar e ir actualizando los genes específicos para el panel virtual

(Saklatvala, Dand y Simpson, 2018; Wang et al., 2019). El hecho de que sea virtual

facilita mucho su actualización periódica, y permite diseñar análisis individualizados

de bajo coste para cada paciente y sus condiciones fenotípicas concretas.

Para que el proceso de curación y mantenimiento de los paneles virtuales de genes

sea escalable a las necesidades actuales de la genómica clínica, se han desarrollado a

nivel internacional esfuerzos comunitarios y colaborativos para definir y actualizar

dichos paneles, como es el caso de PanelApp, una herramienta web de colaboración

abierta que permite que los paneles se compartan y evalúen conjuntamente por la

comunidad científica (Martin et al., 2019); la herramienta sirve como una base de

datos de conocimiento público de paneles virtuales de genes que están curados y,

además, en constante revisión, debido a la complejidad de interpretar correctamente

las variantes identificadas con la literatura y la evidencia clínica actuales (Stark et al.,

2021).
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1.5 REPORTE DE RESULTADOS

Todo este proceso de análisis y reanálisis de los datos generados por NGS puede

producir grandes cantidades de variantes clínicamente relevantes según la evidencia

científica del momento, con lo que resulta vital desarrollar procesos que prioricen to-

da esa información para poder asistir el diagnóstico de la pregunta clínica principal

por la cual se encargó la prueba genética para un paciente. Este proceso implica dis-

poner de herramientas que permitan la visualización de todos los datos generados, su

incorporación a un informe de resultados, el intercambio de dichos resultados entre

instituciones, y la limitación de descubrimientos adicionales que puedan entorpecer

la labor del analista clínico que se encarga de su interpretación.

1.5.1 VISUALIZACIÓN

La visualización de los datos originados mediante un análisis NGS se ha vuelto más

compleja, ya que requiere de herramientas capaces de integrar datos de diferentes ti-

pos (clínicos, moleculares, fenotípicos, ambientales, etc.) y diferentes tejidos a lo largo

del tiempo de vida de una persona, para proporcionar información de una manera fle-

xible, rápida y eficiente, cuando anteriormente se limitaba a representar el genoma en

una sola dimensión (Rehm, 2017; Stark, Dolman, et al., 2019). Estas herramientas ne-

cesitan de una infraestructura computacional adecuada, incluyendo almacenamiento

y capacidad de procesamiento suficientes para realizar análisis de conjuntos de datos

grandes y complejos depositados en repositorios estables y accesibles, a la vez que

mantiene los estándares de privacidad de los países en los que se alojan, para poder

visualizar distintos tipos de datos de una manera consolidada; todos estos procesos

requieren de profesionales formados en biología, informática, ciencias de la compu-

tación, matemáticas, estadística y/o ingeniería (Green y Guyer, 2011).
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1.5.2 INFORME DE RESULTADOS

Una vez se han validado las variantes identificadas, se procede a informar de los re-

sultados al paciente, generalmente mediante un informe estático. El contenido del

informe debe cumplir con los criterios de las guías redactadas por instituciones como

el ACMG, la ESHG y la Medical Genome Initiative o iniciativa del genoma médico

(MGI) (Matthijs et al., 2016; Rehder et al., 2021; Austin-Tse et al., 2022), aunque en-

tre ellas adoptan diferentes enfoques con respecto a las VUS, los SFs y las variantes

con una relevancia ambigua para el paciente (sec. 1.3.5). Al comunicar los resulta-

dos finales al paciente, las políticas de reporte del laboratorio deben maximizar el

potencial diagnóstico del análisis al tiempo que reducen la comunicación de variantes

que puedan causar una carga innecesaria para el médico o ansiedad adicional para el

paciente. Las recomendaciones estándar más recientes son (Rehder et al., 2021):

• Las variantes deben priorizarse según su relevancia para el fenotipo.

• El informe de resultados debe indicar claramente las variantes relevantes para

la indicación principal de la prueba y distinguirlas de los SFs u otros tipos de

variantes. En este aspecto, el ACMG recomienda que los descubrimientos pri-

marios aparezcan en el informe escrito como un resultado interpretativo breve

y conciso al inicio del informe, indicando la presencia o ausencia de variantes

consistentes con el fenotipo reportado.

• Se debe considerar la redacción de informes de resultados para audiencias de

diferentes orígenes, ya que un informe para un profesional de la salud puede ser

diferente del informe para un público no especializado (Recchia et al., 2020).

• Los laboratorios pueden optar por utilizar declaraciones como Positivo, Anormal

o Descubrimiento clínicamente relevante para describir la detección de una variante

que explique los descubrimientos clínicos principales o una variante clínicamen-

te accionable;Negativo indicaría que no se identificaron variantes relevantes para

el fenotipo; Incierto o Ver informe indicaría que existe incertidumbre con respecto
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a la asociación entre el fenotipo y las variantes reportadas.

• Al reportar sobre un gen asociado a un trastorno genético tratable, el laboratorio

debe considerar agregar una referencia al tratamiento en el informe.

• Todos los informes deben incluir una lista de variantes identificadas clínicamen-

te relevantes, anotadas según la nomenclatura de la Human Genome Variation

Society (Den Dunnen et al., 2016) y clasificadas según las directrices del ACMG

y la AMP (sec. 1.2.3.4).

• Los nombres de los genes deben ajustarse a la nomenclatura aprobada por el

HUGO Gene Nomenclature Committee (https://www.genenames.org/).

• Los siguientes elementos deben incluirse para cada variante dentro de un gen:

– Coordenada genómica con la versión del genoma.

– Nombre del gen.

– Transcrito de referencia.

– Cigosidad.

– Nomenclatura del ADNc.

– Cambio de nucleótidos.

– Nomenclatura para el impacto proteico previsto o conocido.

– Clasificación de la variante.

• Los siguientes elementos deben incluirse para cada variante fuera de las regiones

codificantes:

– Coordenada genómica con la versión del genoma.

– Cambio de nucleótidos.

– Cigosidad.

– Clasificación de la variante.

• El informe debe incluir al final un resumen de la metodología validada y todas

las limitaciones de la prueba, incluida la versión concreta de las bases de datos

y los pipelines bioinformáticos usados.

https://www.genenames.org/
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1.5.3 INTERCAMBIO DE DATOS

La labor interpretativa para clasificar correctamente variantes genéticas es ardua, de

alta complejidad y requiere de revisiones periódicas para evitar decisiones médicas

erróneas. Poder compartir datos estandarizados y estructurados de variantes entre

instituciones facilita esta tarea enormemente, al poder centralizar el conocimiento

global para una variante concreta en una base de datos común, en vez de disponer

de diferentes evidencias clínicas en bases de datos aisladas; a su vez, este intercambio

de datos puede facilitar el desarrollo de protocolos automatizados de procesamiento

de esos datos para su reanálisis periódico conforme se vaya introduciendo y curando

información nueva. Las implementaciones actuales incluyen el desarrollo de sistemas

federados que reduzcan los silos de datos y permitan la interoperabilidad de éstos,

con el objetivo último de mejorar directamente la salud de los pacientes, al mismo

tiempo que se sigue permitiendo a las bases de datos locales mantener su autonomía y

legislación local (Global Alliance for Genomics and Health, 2016). Esta aproximación

federada ha sido propuesta por la Global Alliance for Genomics and Health o Alianza Glo-

bal para Genómica y Salud (GA4GH) y desarrollada en el proyecto Beacon (Global

Alliance for Genomics and Health, 2018); otras iniciativas internacionales incluyen

las desarrolladas por ClinGen (Rehm et al., 2015) yMatchmaker Exchange (MME) (Phi-

lippakis et al., 2015), que han facilitado un incremento muy significativo de nuevos

descubrimientos, como se puede observar en la cantidad de nuevas entradas agregadas

a las bases de datos clínicamente relevantes como OMIM (Amberger et al., 2015) y

ClinVar (Landrum et al., 2014).

Los EHRs juegan un papel importante en el intercambio y la estandarización de

datos, como demuestra un estudio que encontró muchas asociaciones clínicamente

relevantes que no se habían reportado anteriormente (Vujkovic et al., 2020). La in-

tegración de los EHRs en la rutina clínica todavía está muy lejos de ser algo común

(Rasmussen et al., 2016), como también pasa con el intercambio de implementaciones
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y experiencias de evaluación (Wolf et al., 2018). Actualmente, el desarrollo del for-

mato Health Level Seven (HL7) se está estandarizando para la transferencia segura

de datos clínicos entre distintas instituciones y proveedores de servicios de salud, para

mejorar la interoperabilidad e integración de los distintos sistemas EHR existentes

(Saripalle, Runyan y Russell, 2019).

1.5.4 REPORTE DE DESCUBRIMIENTOS ADICIONALES

La inclusión de descubrimientos adicionales (sec. 1.3.5) en el informe de resultados

conlleva actualmente cierta polémica entre diferentes instituciones sobre si se deberían

reportar al paciente aunque no estén relacionados con la indicación clínica principal,

ya que podrían resultar relevantes para las perspectivas de salud o las opciones repro-

ductivas de los pacientes o sus familias. Declaraciones de la ESHG (El et al., 2013;

Wert et al., 2021) con respecto al OGS recomiendan a día de hoy que:

• El análisis del genoma se limite a la indicación principal para la prueba, desti-

nada a la identificación de la etiología genética subyacente de una enfermedad.

• Se aplique un enfoque cauteloso para el OGS, es decir, no buscar activamente

SFs.

• El análisis genómico sea lo más específico y dirigido posible.

Estas recomendaciones de no realizar OGS se sostienen con varios argumentos

a favor de una aproximación dirigida: los programas de cribado tienden a tener una

financiación limitada de las instituciones públicas, y las decisiones políticas para iniciar

estas nuevas actividades generalmente exigen de la compensación del presupuesto ex-

tra en atención médica con otros presupuestos estatales. El ESHG establece que, al

menos por el momento, hay demasiadas incógnitas y preocupaciones para afirmar

con seguridad que las propuestas actuales de OGS cumplen claramente con estos

criterios, y mucho menos que definan el estándar de atención médica; además, un
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escenario en el que el OGS desplace los recursos destinados a pruebas genómicas ba-

sadas en indicaciones clínicas sigue siendo motivo de preocupación en los sistemas de

atención médica financiados públicamente (Wert et al., 2021). La necesidad de una

base de conocimientos de interpretación de variantes mejor curada para clasificar co-

rrectamente esas variantes adicionales también es importante (Amendola et al., 2015).

Otras instituciones han publicado recomendaciones sobre SFs en la misma línea: el

Colegio Canadiense de Genetistas Médicos, la Sociedad Alemana de Genética Huma-

na, el Consejo de Salud de los Países Bajos, la Agencia Francesa de Biomedicina, y

otros programas clínicos y de investigación, ninguno de ellos recomendando el análi-

sis intencional de los SFs, sugiriendo reportar solo aquellos genes con una asociación

conocida entre el genotipo aberrante y la patología (Boycott et al., 2015; Matthijs et al.,

2016; Wert et al., 2021).

Por otro lado, organizaciones como el ACMG, la Société Française de Médecine

Prédictive et Personnalisée o Sociedad Francesa de Medicina Predictiva y Personaliza-

da (SFMPP) y Genomics England con el proyecto 100,000 Genomas, adoptan un

enfoque totalmente opuesto y recomiendan el OGS de un conjunto predefinido de

variantes genómicas accionables y altamente penetrantes en genes candidatos, inde-

pendientemente de la indicación principal para la prueba y de la edad del paciente

(Green et al., 2013; Pujol et al., 2018; Miller et al., 2021; Genomics England, 2022).

Argumentan que hay que aprovechar la oportunidad para buscar SFs de manera ru-

tinaria y sistemática, es decir, realizar OGS en pacientes que se someten a pruebas

genómicas; en el caso de Genomics England, de hecho, ya se están reportando (Geno-

mics England, 2022). Una propuesta de lista de SFs ha sido diseñada por el ACMG

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/docs/acmg/); se han publicado varias revisio-

nes, y actualmente está compuesta por 78 genes (Green et al., 2013; Richards et al.,

2015; Kalia et al., 2017; Miller et al., 2021, 2022). La SFMPP emitió una declaración

en 2018 recomendando informar sobre los SFs en 36 genes accionables relacionados

con formas específicas de cáncer en adultos (Pujol et al., 2018). Sus recomendaciones

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/docs/acmg/
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se limitan al OGS en adultos, a la espera de un futuro debate sobre la aceptabilidad

del OGS para genes relacionados con cáncer en menores.

Aunque los beneficios más evidentes del OGS son médicos, un estudio de 2019

publicó evidencia de que solo el 2.7% de las personas sanas evaluadas con la lista de

59 genes del ACMG (Kalia et al., 2017) demostró tener una variante dominante y

clínicamente accionable (Haer-Wigman et al., 2019).

1.6 GENOMCORE S.L.

Como parte de un doctorado industrial, el presente proyecto se ha desarrollado en

Genomcore S.L., una empresa tecnológica fundada en 2015 con el objetivo de per-

mitir la implementación efectiva de la medicina personalizada en la sociedad, ubicada

en Esplugues de Llobregat (Barcelona). Trabaja bajo dos marcas diferentes en función

de si se dirige al segmento profesional o al del usuario final:

• Genomcore ofrece un Biomedical Information Management System o sistema de

gestión de información bioinformática (BIMS), una plataforma bioinformáti-

ca para la gestión de datos personales biosanitarios en entornos profesionales,

además de servicios de consultoría asociados, que permite gestionar grandes

volúmenes de datos personales de salud de diferente naturaleza (genética, bio-

química, historiales clínicos, etc.) de forma integrada (https://genomcore.com).

Su principal diferenciación es que, aparte de trabajar con datos agregados y ano-

nimizados, posibilita la gestión de éstos de forma asociada al paciente (es decir,

datos personales), ofreciendo el marco legal y tecnológico para que los clientes

puedan implementar diferentes casos de uso sobre una misma plataforma. Esta

plataforma, a su vez, se divide en tres unidades dependiendo de su ámbito de

aplicación:

– BIOMED (https://genomcore.com/biomed/), una infraestructura para

https://genomcore.com
https://genomcore.com/biomed/
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satisfacer las necesidades bioinformáticas de los sectores de la salud, la

investigación biomédica y la farmacéutica, en un entorno centralizado que

facilita el análisis colaborativo.

– FRONTDESK (https://genomcore.com/frontdesk/), una aplicación de

autoservicio única y personalizable para usuarios finales con la finalidad

de conectar a los pacientes con los proveedores de atención médica, que

ofrece una experiencia centrada en el paciente.

– IVF (https://genomcore.com/ivf/), una plataforma para el cribado ge-

nético y el estudio de la compatibilidad entre donantes y receptores de

biobancos de gametos y clínicas de reproducción asistida.

• Made of Genes (MoG) es un servicio de evaluación y gestión de la salud de

forma personalizada a través de estudios moleculares integrados de ADN, analí-

ticas de sangre y Real-World Data o datos del mundo real (RWD), para usuarios

finales y grandes canales (https://madeofgenes.com/). Utiliza la tecnología desa-

rrollada en Genomcore, además de técnicas de inteligencia artificial curadas por

expertos biosanitarios, para dar un sentido nuevo a las analíticas tradicionales,

proporcionando guías personalizadas de salud. Su objetivo no es el diagnóstico

de enfermedades, sino la mejora y la preservación de la salud a través del au-

toconocimiento del usuario que permite promover un cambio de hábitos en el

día a día.

https://genomcore.com/frontdesk/
https://genomcore.com/ivf/
https://madeofgenes.com/


CAPÍTULO 2
Objetivos

Los objetivos planteados inicialmente para este proyecto de tesis fueron los siguientes:

1. Implementar un Virtual Panel Management System o sistema de gestión de pane-

les virtuales (VPMS) que permita al usuario o profesional clínico realizar, de

manera intuitiva y personalizada, análisis automatizados y estandarizados para

las regiones genómicas que escoja, a partir de datos NGS del paciente.

2. Implementar una Report Generation Tool o herramienta de generación de infor-

mes (RGT) que permita utilizar los resultados del VPMS para su uso en medi-

cina personalizada, que sean consistentes, rutinarios y estandarizados según las

necesidades del mercado clínico actual.

3. Validar en entornos clínicos el VPMS y la RGT, mediante una prueba piloto

que permita validar uno o varios paneles virtuales de genes con el servicio de

medicina genética y genómica de un hospital o una entidad del sector de la

salud.
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CAPÍTULO 3
Metodología

Este capítulo detalla la metodología utilizada para el desarrollo de esta tesis, ex-

plicando cómo se realiza la gestión de los datos que se obtienen de diferentes la-

boratorios y colaboradores externos, su tratamiento y organización dentro de la

plataforma genómica de Genomcore, su traducción a resultados accionables, y la

revisión y validación de todos los procesos involucrados.

3.1 SISTEMA DE GESTIÓN DE PANELES VIRTUALES

DE GENES

3.1.1 GENOMCORE BIOMED

Genomcore BIOMED (fig. 3.1) permite la implementación de la medicina personali-

zada con la visión de ofrecer el marco tecnológico y legal necesario para aplicar su uso

en la atención primaria (sec. 1.6). Esta plataforma bioinformática constituye una solu-

ción flexible para almacenar todo tipo de datos biomédicos, desde datos NGS y otras

tecnologías ómicas a cualquier tipo de información estructurada de salud, y permite

procesarlos mediante flujos de trabajo analíticos automatizados para la generación de

53
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resultados accionables; dichos análisis se realizan en diversos nodos de computación,

disponibles bajo demanda en un centro de datos local, como también en la nube me-

diante Amazon Web Services (AWS), estableciendo así una plataforma analítica capaz

de realizar computaciones masivas y en paralelo ajustadas a las necesidades de cada

usuario.

Los resultados de los análisis se almacenan en la plataforma de forma segura, ade-

más de disponer de funcionalidades para su intercambio dentro y fuera de ésta. Prin-

cipalmente, existen dos maneras de almacenar datos:

• Mediante ficheros convencionales que se almacenan en el módulo de ficheros

de la plataforma (sec. 3.1.6).

• Mediante Records, entidades tipadas y estructuradas en formato JSON para

almacenar información en bases de datos de manera flexible, diseñadas exclusi-

vamente para su uso en la plataforma (sec. 3.1.7).

3.1.2 INFRAESTRUCTURA

La unidad básica de trabajo en BIOMED son los proyectos, y cada proyecto forma

parte de una organización; el administrador de cada organización gestiona los permi-

sos de los usuarios a sus proyectos, estableciendo así diferentes niveles de acceso por

usuario (administrador, analista, editor, o de solo lectura) para definir las acciones que

puede realizar. El control de acceso a la plataforma se realiza mediante un sistema

de credenciales basado en un correo electrónico, una contraseña, y el identificador

de la organización a la que pertenece ese usuario. Esa misma organización es la que

permite también definir los permisos de cada proyecto a la hora de utilizar las dife-

rentes aplicaciones y flujos de trabajo o workflows de los que dispone la plataforma

(secs. 3.1.3.1, 3.1.3.2). Además, BIOMED tiene diversas application programming

interfaces o interfaces de programación de aplicaciones (APIs) que proporcionan una

infraestructura pública de gestión de los distintos servicios ofrecidos:
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(A) Tablero general de un proyecto.

(B) Módulo de ficheros.

(C) Módulo de tareas.

(D) Catálogo de aplicaciones y workflows.

FIGURA 3.1: Genomcore BIOMED y los diferentes módulos de trabajo.
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• Autenticación de usuarios (Auth API).

• Subida y descarga de ficheros (File Service API).

• Ejecución de tareas (Tasks API).

• Consulta y almacenamiento de Records (Records API).

• Envío de notificaciones automatizadas en correos electrónicos (Email API).

• Servicios generales, por ejemplo, creación de aplicaciones (BIOMED API)

3.1.3 GESTIÓN DE APLICACIONES Y WORKFLOWS

3.1.3.1 Aplicaciones y versiones

Los análisis ejecutados en la plataforma se gestionan mediante la creación de apli-

caciones y versiones, y su concatenación en forma de workflows (sec. 3.1.3.2). Cada

aplicación (fig. 3.2a) es un programa que se usa para realizar una tarea concreta, por

ejemplo: transformar los datos en bruto en formato BCL de la secuenciación a ficheros

FASTQ, o realizar la detección de variantes. Los cambios aplicados a la funcionalidad

de una aplicación durante su desarrollo y vida útil se organizan en versiones (fig. 3.2b).

Existen 3 categorías para cada versión que se genera (fig. 3.3):

• Beta: la versión que está en desarrollo; solo puede existir una versión Beta.

• Latest: la versión estable y funcionando en el entorno de producción. Solo puede

existir una versión con esta categoría.

• Deprecated: versiones anteriores que se encuentran desactualizadas. Pueden exis-

tir múltiples versiones con esta categoría.

Estas categorías disponen además de las siguientes características y restricciones:

• Cada nueva versión en desarrollo (fig. 3.2b) se categoriza por defecto como

Beta, y solo puede ser modificada a Latest una vez ha completado las pruebas

correspondientes (sec. 3.1.3.4).
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(A) Creación de una aplicación.

(B) Creación de una versión, con un apartado de parámetros de entrada y otro de ‘binders’, que
permiten configurar conexiones a distintas versiones de manera flexible (sec. 3.1.3.2).

FIGURA 3.2: Creación de aplicaciones y versiones en BIOMED.
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• Cuando una versión Beta se actualiza a Latest, la versión anterior deja ser Latest

y se categoriza automáticamente a Deprecated.

• Solo se puede crear una versión Beta si la última versión existente es Latest.

• Cada versión tiene seis acciones disponibles desde el panel de control (fig. 3.3).

FIGURA 3.3: Aplicaciones y versiones disponibles desde el Panel de Control. Los 6 botones de acciones
corresponden, de izquierda a derecha: 1) visualizar los parámetros de la versión, 2) editarlos, 3) eliminar
la versión, 4) crear una nueva aplicación a partir de la versión, 5) ejecutar la prueba de integridad, o 6)
ejecutar la prueba de exactitud.

Para los usuarios de la plataforma, cada versión no es más que una “caja negra”

(figs. 3.2b, 3.3) a la que se le proporcionan unos datos de entrada y genera unos de

salida que se guardarán, por ejemplo, en forma de ficheros en la plataforma; interna-

mente, está enlazada en realidad a una imagen Docker (https://www.docker.com/)

https://www.docker.com/
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con el código de las instrucciones de ejecución específicas para esa aplicación, generada

mediante un fichero Dockerfile (fch. 3.1), que se almacena en un ElasticContainer

Registry (ECR) de AWS, un repositorio privado de imágenes Docker de la empresa,

listas para ser descargadas y ejecutadas (sec. 3.1.5).

FICHERO 3.1: Contenido de un Dockerfile de ejemplo.�
1 # Start from a public Python image and install wget

2 FROM python:3.8-slim-buster

3 RUN apt-get update && apt-get install -y --no-install-recommends wget

4 # Set clock and system language to spanish

5 RUN ln -sf /usr/share/zoneinfo/Europe/Madrid /etc/localtime

6 RUN echo "es_ES.UTF-8 UTF-8" >> /etc/locale.gen && locale-gen

7 # Create a user without admin permissions

8 RUN useradd --create-home pyuser

9 WORKDIR /home/pyuser

10 USER pyuser

11 # Setup a Python virtual environment

12 ENV VIRTUAL_ENV=/home/pyuser/env

13 RUN python -m venv $VIRTUAL_ENV

14 ENV PATH="$VIRTUAL_ENV/bin:$PATH"

15 RUN python -m pip install -U pip wheel
� �
3.1.3.2 Workflows

Distintas aplicaciones se pueden encadenar entre sí formando un workflow (fig. 3.4), de

manera que los datos de salida de la primera aplicación se usen como datos de entrada

de la segunda, y así sucesivamente para cuantos procesos requiera el workflow entero.

Esta concatenación se consigue mediante los binders, parámetros que se configuran

desde la versión (fig. 3.2b) y que se pueden añadir en el momento de creación de un

workflow (fig. 3.4a) para conectar los datos de salida de una versión con los datos de

entrada de otra.

Además, los binders permiten la creación de workflows que no sean lineales, es

decir, con tantas ramificaciones como binders se configuren, debido a que se pueden

configurar para apuntar a diferentes versiones desde una misma aplicación (fig. 3.5).
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(A) Creación de un workflow.

(B) Workflows disponibles desde el Panel de Control. Los tres botones a la derecha de cada fila
permiten: seleccionar si el workflow es accesible a todos los usuarios de la plataforma; duplicar el
workflow para crear uno nuevo; eliminar el workflow.

FIGURA 3.4: Creación y gestión de workflows en BIOMED.
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Alineamiento (paso A)

Identificador de la secuenciación

Identificador de la muestra

Regiones de cobertura

Regiones de interés

Directorio de almacenamiento

Lecturas alineadas (fichero BAM)

Identificación de variantes (paso B)

Identificador de la secuenciación

Identificador de la muestra

Regiones de cobertura

Regiones de interés

Directorio de almacenamiento

Variantes identificadas (fichero VCF)

Métricas de calidad (paso B-2)

Clasificación de variantes (paso C)

FIGURA 3.5: Esquema del workflow de análisis NGS de identificación de variantes de Genomcore BIO-
MED. Cada aplicación (en azul) le envía los parámetros de salida (en blanco) a la siguiente en forma de
‘binders’ conectando las aplicaciones entre sí, formando así un workflow. El parámetro de salida aislado
en el paso A y el paso B corresponde, respectivamente, al fichero BAM y VCF generado por esa aplicación.
El resto de parámetros no se generan en esa aplicación; se reciben como datos de entrada, se usan en la
ejecución y, al finalizar, se envían a la siguiente aplicación. El workflow no es lineal, ya que la aplicación
del paso A ejecuta dos aplicaciones cuando finaliza: el paso B y el B-2.

3.1.3.3 Almacenamiento

La información sobre las aplicaciones, versiones y workflows que se crean en BIO-

MED se almacenan mediante peticiones contra la BIOMED API (sec. 3.1.2) en una

base de datos relacional de tipo PostgreSQL (https://www.postgresql.org/), que

enlaza cada workflow con sus correspondientes aplicaciones y versiones. Además, tam-

bién almacena la relación entre cada versión y su imagen Docker correspondiente

(sec. 3.1.5).

https://www.postgresql.org/
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3.1.3.4 Pruebas de integridad y exactitud

Las versiones de cada aplicación desarrollada disponen de dos modos de prueba en la

plataforma, programadas por los mismos desarrolladores de éstas (fig. 3.3):

• La prueba de integridad comprueba que las interfaces de los diferentes com-

ponentes de la versión sean consistentes entre ellos y que el resultado de su

integración permita realizar las funcionalidades esperadas; por ejemplo, que se

puedan descargar y subir ficheros a BIOMED, que las llamadas a las distintas

APIs se realicen sin errores, que la ejecución finalice correctamente, etc.

• La prueba de exactitud es la encargada de comprobar que la nueva versión pro-

porciona los resultados esperados en un conjunto de datos de referencia; esto

garantiza que los resultados sean reproducibles siempre que se utilice exacta-

mente la misma versión de la aplicación.

Una vez ambas pruebas han sido ejecutadas correctamente, la plataforma permite

a un administrador modificar la categoría de la versión de Beta a Latest, de manera

que los usuarios de la plataforma a partir de ese momento van a visualizar la nueva

versión como la más estable y actualizada para realizar sus análisis.

3.1.3.5 Instalación

Una vez creados los workflows, aplicaciones y versiones correspondientes, la platafor-

ma permite gestionar también su instalación en los proyectos especificados por el

administrador de cada organización (fig. 3.6), de manera que los usuarios con acceso

a ese proyecto y suficientes permisos pueden ver la disponibilidad de las aplicaciones

que se les permite ejecutar.
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(A) Instalación de workflows. Los nombres de colaboradores
se han tapado por motivos de confidencialidad.

(B) Instalación de aplicaciones.

FIGURA 3.6: Instalación de workflows y aplicaciones de BIOMED.

3.1.4 FLUJO DE DESARROLLO

Todo el código desarrollado para el presente proyecto se ha almacenado en Bitbucket

(https://bitbucket.org), un servicio de alojamiento de repositorios de código fuen-

te, accesible de manera global pero protegido con credenciales privadas para cada

desarrollador, basado en git, un sistema de control de versiones (Chacon y Straub,

2014). Nuestro flujo de trabajo como desarrolladores de código se basa en el modelo

de ramas de gitflow (Driessen, 2010); la gestión de las diferentes versiones de cada

aplicación en los diferentes entornos de implementación de BIOMED se basa en tres

ramas diferentes:

• production: es la rama principal de cada repositorio, y contiene el código que

está actualmente funcionando en el entorno de producción.

• staging: contiene el código de la versión desarrollada en un entorno de pre-

producción, y parte de la rama production. Esta rama se fusiona con la de

production cuando la nueva versión desarrollada está validada y estable; en el

momento de la fusión de ramas se despliega en el entorno de producción.

• development: contiene el código de la versión en desarrollo, y parte de la ra-

ma staging. Cuando esta rama se fusiona con la de staging, los diferentes

https://bitbucket.org
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encargados del equipo de Producto de la empresa validan la funcionalidad de

la nueva versión en el entorno de preproducción de BIOMED.

Las fusiones de cada rama despliegan automáticamente la imagen Docker corres-

pondiente al entorno específico de BIOMED mediante el sistema automatizado de

integración e implementación continua (CI/CD por sus siglas en inglés) de Bitbuc-

ket (https://bitbucket.org/product/features/pipelines), configurado para todos los

repositorios de la empresa. Las tres ramas están protegidas para que ningún desarro-

llador pueda subir código directamente contra ninguna de ellas, de manera que todo

el código nuevo se sube y organiza usando las siguientes tipologías de ramas:

• release: contiene el código de las versiones candidatas y oficiales por publicar,

y parte de la rama development. Esta rama se revisa por el equipo de desarrollo

antes de fusionarse con la rama development para comprobar en el entorno de

pruebas de BIOMED que funciona correctamente.

• feature: contiene el código para una característica concreta por implementar,

y parte de la rama release. Una nueva versión o release puede contener

múltiples ramas feature fusionadas; una para cada característica nueva.

• hotfix: es un espejo de la rama release y se usa para aplicar parches directa-

mente contra la rama production que arreglen errores urgentes detectados en

el entorno de producción.

3.1.5 EJECUCIÓN DE TAREAS

La ejecución de tareas en BIOMED se gestiona mediante un gestor de colas, SLURM

(https://slurm.schedmd.com/), que se encarga de distribuirlas entre los diferentes no-

dos de computación disponibles (fig. 3.7); estos nodos están configurados para acceder

al AWS ECR privado de la empresa, de manera que, durante la asignación de la tarea

a su cola, se encargan de descargarse la imagen Docker necesaria para su ejecución.

https://bitbucket.org/product/features/pipelines
https://slurm.schedmd.com/
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FIGURA 3.7: Creación de imágenes Docker y ejecución en SLURM. El código de las aplicaciones se
encapsula en imágenes Docker, creadas con instrucciones de un fichero Dockerfile y almacenadas en un
ECR. De allí, se descargan bajo demanda en los nodos de computación gestionados por SLURM.

Las aplicaciones y workflows instaladas en un proyecto determinado ya pueden ser

ejecutadas finalmente por los usuarios de la plataforma; para ello, disponen de un

módulo que les permite seleccionar la tarea a ejecutar y rellenar sus parámetros de

entrada con valores para el análisis específico a realizar (ver fig. 4.4 más adelante). Las

tareas en ejecución y finalizadas se pueden visualizar en formato de lista en BIOMED,

ordenadas de más recientes a más antiguas, y con un botón para acceder a un sub-

menú de opciones que permiten visualizar datos adicionales para cada tarea ejecutada

(fig. 3.8).

3.1.6 MÓDULO DE FICHEROS

Los ficheros necesarios para los análisis se pueden almacenar directamente en BIO-

MED en módulo de ficheros, que está integrado con el de ejecución de tareas y agiliza

la comunicación entre las imágenes Docker ejecutándose en los nodos y los ficheros

de entrada necesarios, así como la transferencia de los ficheros de salida también al

mismo módulo; esa comunicación se realiza mediante una API diseñada con este fin, a

la que llamamos File Service API. Internamente, el módulo almacena los ficheros

en un CEPH (https://docs.ceph.com), un sistema de almacenamiento distribuido y

escalable, capaz de guardar los ficheros de gran tamaño que se utilizan para un análisis

NGS. Además, este módulo dispone de dos divisiones: una privada para el proyec-

to concreto de BIOMED, al que solo tienen acceso los usuarios con permisos para

https://docs.ceph.com
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FIGURA 3.8: Imagen superior: visualización de tareas ejecutadas. Imagen inferior: consulta del registro
de ejecución de una aplicación. Derecha: submenú de opciones para una tarea para 1) ver el registro de la
ejecución, 2) ver sus parámetros de entrada, 3) editar la tarea y volverla a ejecutar, 4) parar la ejecución
de la tarea en caso de que siga en curso, o 5) eliminarla de la lista de tareas ejecutadas. El identificador
de la muestra se ha eliminado por motivos de confidencialidad.

ese proyecto, y otra pública, a la que tienen acceso los usuarios dentro de la misma

organización de la plataforma (figs. 3.1b, 3.9).

3.1.7 MÓDULO DE RECORDS

Los Records constituyen el eje central de la organización y gestión de los datos en

BIOMED; son documentos tipados en formato JSON (https://www.json.org/) que

se almacenan en una base de datos no relacional de MongoDB (https://www.mongod

b.com/) y que permiten almacenar información de manera estructurada y validada,

ya sea por ejemplo para un análisis NGS o de otros tipos. Por ejemplo, se utilizan para

guardar estadísticas de la ejecución de las máquinas de secuenciación, información de

muestras utilizadas, librerías de secuenciación, o resultados de un análisis NGS. Son

documentos tipados porque la creación de un Record está ligada a la validación de sus

parámetros mediante la utilización de plantillas o templates, otro tipo de objetos en

https://www.json.org/
https://www.mongodb.com/
https://www.mongodb.com/
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BIOMED

Módulo de tareas

Módulo de ficheros

File Service APITarea #1

Tarea #2
Ficheros públicos de

la organización
[CEPH]

Ficheros privados del
proyecto

[CEPH]
Peticiones

Subida/descarga

Subida/descarga

FIGURA 3.9: Funcionamiento del módulo de ficheros y su integración con el módulo de tareas a través de
la File Service API. Una tarea en ejecución realiza peticiones contra la API para poder subir o descargar
ficheros en la división pública o privada del CEPH, el sistema de almacenamiento de BIOMED.

formato JSON también almacenados en MongoDB. En cada plantilla se define un tipo

de Record concreto (por ejemplo Librería de secuenciación) y se le configuran los campos

obligatorios y el tipo de datos en cada campo (campo numérico, campo de texto libre

o con opciones determinadas, etc.), para que al crear un Record de tipo Librería, se

valide que se han rellenado los campos requeridos. Esta validación se realiza a través de

la API de Records (sec. 3.1.2), que consulta la plantilla correspondiente y comprueba

que la información del Record creado es correcta.

Con respecto a la experiencia de usuario en la plataforma, el módulo de Records se

comunica mediante esta API a la base de datos, y permite visualizar los datos obtenidos

mediante ag-Grid (https://www.ag-grid.com/), un software que implementa una

cuadrícula personalizable; el usuario puede ver así todos los Records de una plantilla

concreta en forma de listado, reordenar sus columnas y filtrar los campos con gran

flexibilidad (fig. 3.10).

https://www.ag-grid.com/
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FIGURA 3.10: Visualización de todos los Records para la plantilla ‘Run - NGS’ en BIOMED.

3.1.8 MONITORIZACIÓN DE RECURSOS Y EVALUACIÓN

Todos los recursos utilizados por las diferentes aplicaciones que conforman el pipeline

bioinformático de la empresa y el VPMS están monitorizados para analizar posibles

errores que aparezcan en la ejecución de tareas, así como para gestionar todas las

alertas necesarias y obtener información del estado de los diferentes sistemas y APIs

de la plataforma. Debido a la magnitud de la cantidad de datos generados para este

proceso de monitorización, el equipo de desarrollo de la empresa ha diseñado un

sistema de indexación de datos que los almacena en ElasticSearch (https://ww

w.elastic.co/elasticsearch/) para luego consultarlos y visualizarlos mediante Kibana

(https://www.elastic.co/kibana/). Además, han diseñado un sistema de monitorización

de servicios mediante Application Performance Monitoring (APM) en el cual se puede

consultar el estado de cada API de la plataforma en tiempo real, así como el consumo

de recursos de cada uno de sus componentes (https://www.elastic.co/observability/a

pplication-performance-monitoring).

Finalmente, existe también un sistema que centraliza la recepción de comentarios,

sugerencias y errores por parte de los usuarios de la plataforma, basado en Jira (https:

//www.atlassian.com/software/jira) y metodología Agile (http://agilemanifesto.org/);

https://www.elastic.co/elasticsearch/
https://www.elastic.co/elasticsearch/
https://www.elastic.co/kibana/
https://www.elastic.co/observability/application-performance-monitoring
https://www.elastic.co/observability/application-performance-monitoring
https://www.atlassian.com/software/jira
https://www.atlassian.com/software/jira
http://agilemanifesto.org/
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este sistema les proporciona a los usuarios herramientas web para reportar informa-

ción al equipo de desarrollo. También disponen de atención por correo electrónico y

teléfono en caso de que no les sea posible la primera opción.
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3.2 HERRAMIENTADEGENERACIÓNDE INFORMES

La RGT también utiliza la infraestructura de BIOMED descrita en la sección an-

terior, así como los diferentes módulos que la componen (secs. 3.1.2, 3.1.5, 3.1.6,

3.1.7, 3.1.8). Adicionalmente, se ha diseñado con los elementos descritos en la sec-

ción a continuación para el procesamiento de los datos de entrada, la firma digital de

documentos, la generación de informes en formato PDF, y el reporte de resultados

en forma de aplicación web.

3.2.1 DATOS BIOQUÍMICOS

Una de las fuentes utilizadas en la RGT como datos de entrada son los análisis bioquí-

micos realizados en laboratorios externos a la empresa mediante analíticas de sangre.

Estos datos se almacenan en un fichero en el formato HL7 (https://www.hl7.org/

fhir/), el formato estándar por excelencia para el intercambio de datos de salud, que

usamos mayoritariamente en su versión 2.5 (fch. 3.2); para procesarlos, usamos la

librería HL7apy (Meloni et al., 2015).

FICHERO 3.2: Contenido inicial de un HL7 versión 2.5, mostrando la analítica para la glucosa.�
1 MSH|^~\&|LIMS1|LAB1|BIOMED|MOG|20220319122327||ORU^R01|T111|P|2.5|||AL||||||SFTP

2 PID|1|peti123|46999999A|T111|SELLARÈS^RUBIO^ARNAU||19901212000000|M|||||^^^||8^SPANISH

3 PV1|1|O|||||||||||||||||2218|||||||||||||||||||||||||20220208000000||||||

4 ORC|RE|||T111|CM||^^^^^||20220216095300|^^||^^^^^|||20220217000000||||||||||

5 OBR|10000|T111||GLU^GLUCOSA||20220208074600|20220208175400|20220208175400||||^^|||||||||F

6 OBX|10000|NM|B0000^GLUCOSA||106,000|^mg/dL|74,000-106,000 INSIDE|||M|||20220208175400||^|
� �
3.2.2 DATOS DE GENOTIPADO

La segunda fuente de datos utilizada en la RGT corresponde a datos genéticos ob-

tenidos de microarrays de genotipado de SNPs, que se almacenan en ficheros en el

formato Comma-Separated Values o valores separados por comas (CSV) (fch. 3.3); para

procesarlos, usamos la librería pandas (https://pandas.pydata.org).

https://www.hl7.org/fhir/
https://www.hl7.org/fhir/
https://pandas.pydata.org
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FICHERO 3.3: Contenido inicial de un CSV de genotipado de SNPs.�
1 # Export Date : 03/22/2022 13:04:13 CET,,,,

2 # Study Name : MOGv1_p20p21_MOG2_p6 ,,,,

3 # Experiment Type : Real-time,,,,

4 # Instrument Type : QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System ,,,,

5 # Software Version Number : 1.3,,,,

6 # Creation Date : 11/04/2021 11:10:23 CET,,,,

7 # Created By : GUEST ,,,,

8 # Last Modified Date : 03/22/2022 11:50:35 CET,,,,

9 # Last Modified By : GUEST ,,,,

10 Sample ID,Plate Barcode,Assay Name or ID,Allele 1 Call,Allele 2 Call

11 MUESTRA1234,XXX09,GSTT1_d,C,C

12 MUESTRA1234,XXX09,GSTT1,C,C

13 MUESTRA1234,XXX09,rs1042713,A,A

14 MUESTRA1234,XXX09,rs1042714,C,C

15 NTC,XXX11,GSTT1_d,,

16 NTC,XXX11,GSTT1,,

17 NTC,XXX11,rs1042713,,

18 NTC,XXX11,rs1042714,,
� �
3.2.3 SIGNATURIT

El proceso de firma digital que se realiza para los usuarios que encargan un estudio

de salud personalizada Made of Genes (MoG) se lleva a cabo a través de Signaturit

(https://www.signaturit.com/), un servicio de firmas electrónicas que permite enviar

por correo electrónico el consentimiento informado y la petición para el laboratorio

para que el usuario los firme; permite además seguir el proceso de firma a tiempo real

y descargar un documento acreditativo de trazabilidad de todo el proceso.

3.2.4 REPORTLAB

La generación de informes de resultados se realiza de manera automatizada a partir

de unos datos de entrada, específicos para cada análisis, mediante una aplicación de

BIOMED que contiene la librería Reportlab (https://www.reportlab.com/), concre-

tamente, usando su metodología Platypus (https://docs.reportlab.com/reportlab/u

https://www.signaturit.com/
https://www.reportlab.com/
https://docs.reportlab.com/reportlab/userguide/ch5_platypus/
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serguide/ch5_platypus/) que permite organizar todos los elementos a mostrar en el

informe en formato PDF de manera sencilla y programática, creando así documentos

personalizados hasta el más mínimo detalle respecto al contenido del informe.

3.2.5 GENOMCORE FRONTDESK Y APLICACIÓN WEB

Además de BIOMED, Genomcore cuenta también con la plataforma FRONTDESK

(sec. 1.6), que permite a los diferentes proveedores y colaboradores de la empre-

sa la creación y personalización de aplicaciones orientadas al usuario final. Para la

marca MoG de la empresa, se ha usado esta plataforma para crear y publicar una

aplicación web, además de sus respectivas aplicaciones móviles para Android y iOS,

que permiten la consulta y gestión de los resultados de un análisis de salud persona-

lizada, centrándose en una experiencia de usuario lo más sencilla y directa posible

(https://app.madeofgenes.com). Esta aplicación web se integra con las diferentes

APIs de BIOMED (sec. 3.1.2) para mostrar toda esa información en una visualiza-

ción más detallada que en la plataforma, orientada al usuario, y con un control de

acceso mediante correo electrónico y contraseña.

https://docs.reportlab.com/reportlab/userguide/ch5_platypus/
https://docs.reportlab.com/reportlab/userguide/ch5_platypus/
https://app.madeofgenes.com


CAPÍTULO 4
Resultados

Este capítulo presenta en dos secciones diferentes los sistemas automatizados de-

sarrollados durante este proyecto: el VPMS es una herramienta de generación y

selección de paneles virtuales de genes para optimizar los análisis NGS a las carac-

terísticas específicas de cada paciente; la RGT es una herramienta de generación

de informes de resultados a partir de un análisis, ya sean NGS u otras tipologías

de análisis desarrollados dentro de la empresa como, por ejemplo, informes de salud

personalizada.

4.1 SISTEMA DE GESTIÓN DE PANELES VIRTUALES

DE GENES

El Virtual Panel Management System o sistema de gestión de paneles virtuales (VPMS)

se ha desarrollado para proveer una solución automatizada de generación de paneles

virtuales que permitan optimizar e incrementar la coste-eficiencia de los análisis NGS

dirigidos a regiones genómicas específicas. De esta manera, el VPMS se ha integra-

do al pipeline bioinformático existente en la empresa (secs. 4.1.1, 4.1.3) en forma de

aplicaciones que generan paneles virtuales a partir de un listado de genes objetivo

73
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(sec. 4.1.4), y permiten seleccionarlos mediante identificadores que integran el módu-

lo de tareas de la plataforma con el de Records para obtener de manera automatizada

la información necesaria para realizar un análisis (sec. 4.1.5).

4.1.1 PIPELINE BIOINFORMÁTICO DE ANÁLISIS NGS

La empresa dispone de un pipeline propio de análisis NGS para variantes germinales,

desarrollado dentro de la plataforma BIOMED, que está formado actualmente por

los siguientes workflows (fig. 4.1):

• NGSLIMSImporter: contiene solo una aplicación (con el mismo nombre) que

importa, de manera periódica, la información almacenada en un Laboratory In-

formation Management System o sistema de gestión de información de laboratorio

(LIMS) sobre los pacientes y las peticiones en forma de Records a BIOMED

(figs. 4.2a, 4.3).

• NGSRunProcessing: está constituido por dos aplicaciones (fig. 4.2b):

– BCL to FASTQ: se encarga de demultiplexar los datos en bruto obtenidos

de la máquina de secuenciación, que están en formato BCL, a ficheros

FASTQ para cada muestra demultiplexada. Para ello, requiere de un fi-

chero con la relación de muestras secuenciadas, subido a BIOMED de

manera manual por un analista (fig. 4.1).

– NGS Records Importer: aplicación que genera en BIOMED todos los Re-

cords relacionados con el experimento NGS específico de la ejecución

(fig. 4.3), además de ejecutar automáticamente el workflow de detección

de variantes.

• NGSGermline Variant Calling: es el workflow encargado de la detección de

variantes germinales, y está compuesto por cuatro aplicaciones (figs. 3.5, 4.2c):
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– Mapping (Step A): realiza el alineamiento de las lecturas de secuenciación

en formato FASTQ contra un genoma de referencia, generando así un

fichero BAM.

– Germline Variant Calling (Step B): realiza la identificación de variantes ger-

minales en las regiones de interés a partir de un fichero BAM de entrada,

generando como fichero de salida un VCF anotado y un genomic variant

call format (gVCF) sin anotar.

– Quality Metrics (Step B-2): produce estadísticas de cobertura de la secuen-

ciación, del alineamiento y de lecturas duplicadas en formato Excel.

– Germline Variant Classification (Step C): realiza el filtraje y priorización de

variantes del VCF generado en el paso B, y sube las variantes relevantes al

módulo de BIOMED (sec. 4.1.6).

• NGSStudyReportGeneration: genera los informes clínicos de resultados, que

se envían de vuelta al LIMS una vez están validados. Es un workflow lineal

formado por cuatro aplicaciones (fig. 4.2d):

– NGS Process Study: analiza los Records de un análisis NGS generados hasta

el momento para decidir si ya se puede proceder con la generación del

informe de resultados.

– NGS Report Generator: genera un informe de resultados, en formato bo-

rrador o definitivo dependiendo de lo que indiquen los parámetros de

entrada.

– Update Study: enlaza el informe generado con su Record Estudio (fig. 4.3).

– LIMS Report Uploader: se encarga de enviar el informe de resultados vali-

dado a través del LIMS correspondiente (sec. 4.2.3).
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Módulo de Variantes
[MongoDB]
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FIGURA 4.1: Flujo de datos para un análisis NGS completo; en amarillo se destacan las herramientas
desarrolladas como objetivo principal en esta tesis. Los datos en bruto se obtienen de las máquinas de
secuenciación del laboratorio, conectadas a BIOMED mediante un directorio Samba; estos a su vez se
transforman mediante la demultiplexación a ficheros FASTQ separados por muestras, utilizados en los
workflows de la plataforma (junto con los paneles virtuales generados con elVPMS) para identificar las
variantes relevantes, que serán interpretadas y validadas por analistas clínicos externos. Una vez generado
el informe de resultados con la RGT y validado por analistas, se enviará al laboratorio a través de su
LIMS.
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(A) Workflow de importación de pacientes y peticiones del LIMS de un laboratorio.

(B)Workflow de procesamiento de los datos en bruto obtenidos de la máquina de secuenciación, for-
mado por dos aplicaciones, una que transforma ficheros BCL a FASTQ y otra que genera Records.

(C) Workflow de identificación de variantes germinales, formado por aplicaciones que se encargan
de realizar el análisis secundario: alineamiento con la referencia, identificación y clasificación de
variantes, y control de calidad.

(D) Workflow de generación del informe de resultados, formado por aplicaciones que evalúan el
Record Estudio, generan el informe PDF, lo enlazan al Estudio, y lo envían al LIMS correspon-
diente.

FIGURA 4.2: Workflows de BIOMED para un análisis NGS y la generación de resultados.
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Las aplicaciones que conforman cada workflow han sido creadas con una combina-

ción de diferentes lenguajes de programación:

• Python (Rossum y Boer, 1991) para el desarrollo de las librerías necesarias para

la comunicación con las APIs de BIOMED (sec. 3.1.2, tbl. 4.1).

• R (Ihaka y Gentleman, 1996; R Core Team, 2020) yGNUBourne-AgainShell

(Bash) (https://www.gnu.org/software/bash/) para las librerías específicas de

procesamiento de datos NGS (tbl. 4.2), accesibles desde el sistema operativo

Linux, y avaladas por la comunidad científica (Moorthie, Hall y Wright, 2013;

Pabinger et al., 2014; Ritchie y Flicek, 2014; Oliver, Hart y Klee, 2015).

• CommonWorkflowLanguage (CWL) para diseñar y organizar los diferentes

pasos de cada aplicación que conforma un análisis NGS usando un lenguaje de

código abierto y estándar (Amstutz et al., 2016).

TABLA 4.1: Librerías de Python creadas para las APIs de BIOMED.

Herramienta Descripción

auth-client Interactúa con la API de autenticación.

biomed-client Interactúa con múltiples APIs; la de Records, la de Variantes, la de correos electrónicos, la de tareas, y

la de subida y descarga de ficheros.

biovalues-client Interactúa con la API de Biovalues (otro tipo concreto de Record).

file-client Interactúa con los diferentes sistemas de ficheros de los colaboradores de BIOMED para recuperar los

archivos necesarios para los análisis, ya sean en un directorio remoto usando el File Transfer Protocol o

protocolo de transferencia de archivos (FTP), el Secure File Transfer Protocol o protocolo seguro de

transferencia de archivos (SFTP), el Amazon Simple Storage Service (S3) de AWS, o como servicio web.

insights-client Interactúa con la API de Insights (un tipo concreto de Record).

mogops-client Interactúa con la API de MoG Operations, una API interna (no disponible para usuarios externos de

BIOMED) diseñada para facilitar operaciones de recuperación de datos necesarios para distintas

aplicaciones de nuestros productos y estudios MoG.

variants-client Interactúa con la API de variantes genéticas.

https://www.gnu.org/software/bash/


4.1. SISTEMA DE GESTIÓN DE PANELES VIRTUALES DE GENES 79

TABLA 4.2: Herramientas usadas para el análisis NGS.

Herramienta

(Versión) Descripción Fuente

bcl2fastq (2.19.1) Conversión de ficheros BCL (multiplexados) a

ficheros FASTQ (demultiplexados), y generación

de métricas de calidad.

https://support.illumina.com/sequencing/sequen

cing_software/bcl2fastq-conversion-

software.html

trimmomatic (0.38) Eliminación de adaptadores (usados en las

máquinas de secuenciación Illumina) de los

ficheros FASTQ.

http:

//www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic

fqtools (2.0) Recuento de número de reads en los ficheros

FASTQ.

https://github.com/alastair-droop/fqtools

bwa (0.7.17) Alineamiento de los reads de los ficheros FASTQ

contra el genoma de referencia.

https://github.com/lh3/bwa

picard (2.18.14) Identificación de reads duplicados en ficheros

BAM.

http://broadinstitute.github.io/picard/

samtools (1.9) Manipulación de ficheros BAM. https://github.com/samtools/samtools

bedtools (2.27.1) Manipulación de ficheros BED y cálculo de

cobertura genómica de ficheros BAM.

http://bedtools.readthedocs.org/

gatk4 (4.1.0.0) Detección de SNPs e indels a partir de ficheros

BAM usando HaplotypeCaller, recalibración de

puntuaciones de calidad de cada base usando

BaseRecalibrator y ApplyBQSR, filtraje de variantes

de interés usando SelectVariants y

VariantFiltration.

https://github.com/broadinstitute/gatk

tabix (0.2.6) Indexación de ficheros BED y VCF. https://github.com/samtools/htslib

bcftools (1.9) Manipulación y compresión de ficheros VCF. https://github.com/samtools/bcftools

vep (104) Anotación de variantes identificadas en ficheros

VCF.

http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/in

dex.html

Toda la información relevante para el análisis, desde los metadatos y librerías de la

secuenciación ejecutada y la muestra a analizar, hasta el estudio realizado y el informe

de resultados, se almacena en Records estructurados y relacionados entre sí. Estos

Records tienen diferentes orígenes (fig. 4.3):

https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/bcl2fastq-conversion-software.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/bcl2fastq-conversion-software.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/bcl2fastq-conversion-software.html
http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic
http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic
https://github.com/alastair-droop/fqtools
https://github.com/lh3/bwa
http://broadinstitute.github.io/picard/
https://github.com/samtools/samtools
http://bedtools.readthedocs.org/
https://github.com/broadinstitute/gatk
https://github.com/samtools/htslib
https://github.com/samtools/bcftools
http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html
http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html
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• Una parte procede de la importación de datos clínicos a través del LIMS de

cada laboratorio colaborador (fig. 4.2a).

• Otros se generan a partir de los metadatos obtenidos de las máquinas de secuen-

ciación (fig. 4.2b).

• Finalmente, hay Records que se tienen que importar manualmente a partir de

la información en los catálogos de pruebas diagnósticas de cada laboratorio, las

librerías que usan y los analistas que trabajan allí.

De esta manera, se garantiza la trazabilidad de los análisis, ya que toda esta informa-

ción queda almacenada en la plataforma y a disponibilidad de los usuarios autorizados

para su consulta posterior en caso de revisión o validación, o en caso de valorar si se

tiene que repetir el análisis.

Prueba

[Panel Virtual]

Perfil

Paciente Petición

Run Muestra

Índice

Librería

Analista

Estudio

Informe

n 1

1

1

2

1

1

n

1

1

1 n

1

1

2

1

1

1

1

1

FIGURA 4.3: Organización de la base de datos de Records para un análisis NGS, dependiendo si el origen
de los datos es a través de una importación manual (color verde), del workflow de importación automati-
zada de Records a partir de datos del LIMS (azul), del workflow ‘NGS Run Processing’ (naranja) o del
workflow ‘NGS Study Report Generation’ (amarillo). El Record Perfil puede contener múltiples Pruebas,
de manera que en un Estudio con un solo informe de resultados se pueden mostrar a la vez resultados de
diferentes técnicas: NGS, Sanger, y MLPA.
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4.1.2 IMPORTACIÓN DE DATOS

Los datos de entrada del VPMS son los ficheros en formato BCL generados por las

máquinas de secuenciación de proveedores externos, que contienen los datos multi-

plexados. La transferencia de los ficheros desde las máquinas hasta nuestra plataforma

de análisis se realiza mediante un directorio compartido con el protocolo Samba; tan-

to las máquinas de secuenciación como nuestra plataforma BIOMED tienen acceso a

ese directorio, de manera que todos los datos generados por éstas se van guardando

allí, y una vez han terminado, un proceso interno de la empresa detecta el estado

completado de la máquina y sube los ficheros a la plataforma (fig. 4.1).

4.1.3 IMPLEMENTACIÓN

Actualmente, el VPMS permite la creación de paneles virtuales de genes en forma de

Records, enlazados a un fichero BED generado mediante una aplicación de la platafor-

ma (sec. 4.1.4), que se utilizan posteriormente como datos de entrada de un análisis

para determinar las Regions Of Interest o regiones de interés (ROIs), las regiones ge-

nómicas que se desea estudiar, con la finalidad de reducir el número de variantes

identificadas para su interpretación clínica y posterior reporte al paciente por parte

del profesional clínico involucrado, que puede ser externo o no a la empresa (fig. 4.1).

La funcionalidad adicional que aporta el VPMS está integrada en el pipeline bioinfor-

mático de análisis NGS que existe en BIOMED, detallado al inicio de este capítulo

(sec. 4.1.1).

4.1.4 CREACIÓN DE PANELES VIRTUALES

La creación de los paneles virtuales de genes se realiza por parte de los analistas clínicos

mediante la ejecución de una aplicación de BIOMED diseñada con ese fin, la BED

Tool, que requiere de cuatro parámetros de entrada (fig. 4.4):
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• Una lista de transcritos génicos en nomenclatura Reference Sequence (RefSeq);

opcionalmente, si no se conoce el nombre del transcrito se puede proporcionar

también el nombre del gen, y la aplicación se encarga de reportar las coding

sequences o regiones codificantes de un gen (CDS) de todos los transcritos aso-

ciados a ese gen (fch. 4.1).

• El número de bases a usar para el padding, es decir, el número de bases adicio-

nales incluidas en ambos extremos de cada CDS.

• El directorio de BIOMED donde almacenar el fichero BED generado.

• El fichero de correspondencia de nombres de transcritos con nombres de genes

usando la referencia hg19, obtenido a partir de la base de datos de anotación

genómica GRCh37 (sec. 1.2.3.2), accesible de manera pública (http://hgdownlo

ad.cse.ucsc.edu/goldenPath/hg19/database/).

FIGURA 4.4: La BED Tool es la aplicación de generación de paneles virtuales en formato BED.

http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/hg19/database/
http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/hg19/database/
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La aplicación se encarga de generar ficheros BED que contienen las CDS, es decir,

las coordenadas exónicas de los genes candidatos (fch. 4.2), y lo sube al módulo de

ficheros de la plataforma; internamente, se usa el lenguaje de programación Awk (Aho,

Kernighan y Weinberger, 1979) para procesar los datos de entrada, corregirlos en

caso de errores de nomenclatura, y ordenar las coordenadas resultantes para generar

el fichero de salida.

FICHERO 4.1: Fichero de entra-

da de la BED Tool.�
MLH1 NM_000249.3

MSH2 NM_000251.2

MSH6 NM_000179.2

PMS2 NM_000535.6

RET NM_020975.5

APC NM_000038.5

ATM NM_000051.3

BMPR1A NM_004329.2

BRCA1 NM_007294.3

BRCA2 NM_000059.3

CDKN2A NM_000077.4

KRAS NM_004985.4

MEN1 NM_130799.2

PALB2 NM_024675.3
� �

FICHERO 4.2: Fichero de salida de la BED Tool, con informa-

ción adicional en la cabecera.�
#2022-08-24 08:03:24

#BED file created with BedTool (Version:v2.5.0)

#Number of bp added: 21

10 43572685 43572800 RET,NM_020975.4

# [...]

10 43623538 43623738 RET,NM_020975.4

10 88635754 88635863 BMPR1A,NM_004329.2

# [...]

10 88683329 88683497 BMPR1A,NM_004329.2

11 64571784 64572309 MEN1,NM_130799.2

# [...]

11 64577115 64577602 MEN1,NM_130799.2

11 108098330 108098444 ATM,NM_000051.3

# [etc.]
� �
El fichero BED generado se enlaza entonces a un Record de tipo Prueba, concre-

tamente en un campo definido para las ROIs (figs. 4.5a, 4.5b), que se usará poste-

riormente en los análisis NGS como dato de entrada. Los Records Prueba y Perfil se

crean o actualizan de manera manual a partir de los catálogos de pruebas diagnósti-

cas de cada laboratorio (fig. 4.3). Las Pruebas en BIOMED pueden ser de tres tipos

diferentes: NGS, Sanger o Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA).

Algunos ejemplos de los paneles virtuales generados con esta aplicación se mues-

tran en la fig. 4.6 mediante el Integrative Genomics Viewer (IGV), mostrando así los

diferentes tamaños que puede tomar un estudio genómico realizado dentro de BIO-

MED.
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(A) Listado de Pruebas, filtradas por las de tipo NGS.

(B) Detalle de un Record de tipo Prueba.

FIGURA 4.5: Record Prueba en BIOMED.
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4.1.5 SELECCIÓN DE PANELES VIRTUALES

La selección de un panel virtual se realiza de manera automatizada en el pipeline bio-

informático de análisis NGS de BIOMED; concretamente, se utiliza como uno de

los datos de entrada en el workflow de identificación de variantes, el NGS Germline

Variant Calling (figs. 4.1, 4.2c). Utiliza el fichero de muestras almacenado en BIO-

MED (sec. 4.1.1, fig. 4.1), que contiene los identificadores que deben coincidir con el

que está especificado en el campo Código de un Record Perfil (figs. 4.7a, 4.7b), para

obtener el fichero BED enlazado en el Record Prueba de tipo NGS correspondiente

(figs. 4.5a, 4.5b). De esta manera, se realiza el enlace automatizado entre el análisis

NGS en curso y el panel virtual generado con el VPMS. El alcance genómico del

workflow de identificación de variantes se determina de esta forma en función del Re-

cord Librería para las regiones de cobertura del análisis, y del Record Perfil para las

ROIs en las que llevar a cabo la detección de variantes (fig. 4.3).

4.1.6 ALMACENAMIENTO DE VARIANTES

Las variantes identificadas en el pipeline bioinformático se suben a BIOMED a través

del módulo de variantes, que usa la misma infraestructura que el módulo de Records

(sec. 3.1.7), con la única diferencia que las variantes no son Records basados en una

plantilla, sino que se almacenan directamente en una base de datos de MongoDB. Este

módulo permite almacenar las variantes identificadas en cualquier tipo de análisis que

genere variantes (microarrays de genotipado, NGS, etc.) para su posterior consulta y

anotación por parte de analistas clínicos con acceso a BIOMED. Como en el caso

de los ficheros y los Records, la comunicación entre la base de datos y la plataforma

también se realiza con una API específica; su gestión y visualización en BIOMED

funciona de igual manera que con los Records genéricos (fig. 4.8).

En el caso de los análisis NGS, para la subida masiva de todas las variantes que

se pueden identificar en un experimento, el workflow NGS Germline Variant Calling
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(A) Listado de Perfiles usados por un laboratorio.

(B) Detalle de un Record de tipo Perfil.

FIGURA 4.7: Record Perfil en BIOMED.
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(fig. 4.2c) se encarga internamente de transformar los datos del fichero VCF generado

a un fichero en formato JSON Lines (https://jsonlines.org/), que facilita su lectura y

subida contra la API de variantes en streaming.

FIGURA 4.8:Módulo de variantes de BIOMED, en el que se visualizan todas las variantes almacenadas
para un proyecto concreto.

4.1.7 INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS

Una vez finalizado el workflow de identificación de variantes, el proceso se habrá en-

cargado de almacenar las variantes relevantes, que se pueden visualizar en forma de

listado, filtradas por el estudio específico (fig. 4.9a). BIOMED proporciona también

una vista en detalle de cada una de ellas, para poder consultar información adicional

de bases de datos públicas como dbSNP y ClinVar, y realizar anotaciones manuales

personalizadas (fig. 4.9b) que se almacenarán en la base de datos interna de variantes

(sec. 4.1.6). Este módulo es el componente central de la plataforma que permite a los

analistas decidir el impacto sobre la salud del paciente de cada variante identificada,

y seleccionarla o descartarla para su posterior incorporación en el informe clínico de

resultados (sec. 4.2.3). La metodología de validación clínica de cada variante la decide

el laboratorio externo encargado del análisis basándose en la frecuencia de variantes

observadas, siendo posible combinar el uso de secuenciación Sanger con NGS para

validarlas en un solo informe final de resultados.

https://jsonlines.org/
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(A) Visualización de las variantes identificadas para un estudio concreto.

(B) Detalle de una variante concreta, con anotaciones personalizadas y editables por analistas clínicos con acceso a la plata-
forma.

FIGURA 4.9: Visualización y edición de variantes en BIOMED.
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4.1.8 REANÁLISIS DE DATOS

Tanto la integración del VPMS como el almacenamiento a largo plazo de ficheros

y datos relevantes para un análisis llevado a cabo en BIOMED (secs. 3.1.6, 3.1.7)

facilitan el reanálisis de datos NGS, ya sea por la aparición de nueva evidencia cientí-

fica que pueda ayudar a resolver diagnósticos incompletos, como por la actualización

del pipeline bioinformático utilizado. Actualmente, el reanálisis de datos en la plata-

forma se produce a partir de los ficheros BAM, con un workflow diseñado para ese

fin (fig. 4.10); estos ficheros se mantienen almacenados en la plataforma y son fácil-

mente identificables a partir de los Records que se generaron durante el análisis inicial

(fig. 4.3).

FIGURA 4.10: Reanálisis de datos NGS en BIOMED a partir del fichero BAM; en la parte inferior se
puede observar el workflow ejecutado inicialmente, que consta de cuatro aplicaciones y dura 11 minutos
en total, y en la parte superior el workflow de reanálisis, que consta solo de tres aplicaciones porque ya no
necesita realizar el alineamiento inicial contra el genoma de referencia, y reduce su ejecución a 3 minutos.
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4.2 HERRAMIENTADEGENERACIÓNDE INFORMES

La Report Generation Tool o herramienta de generación de informes (RGT) es una

herramienta automatizada para generar informes de resultados a partir de los datos de

un análisis, ya sean NGS u otras tipologías de análisis realizados dentro de la empresa

(sec. 4.2.1). La tipología de informes generados con la RGT conforman dos categorías:

los informes clínicos (sec. 4.2.3), focalizados en análisis NGS, y los informes de salud

personalizada (sec. 4.2.4), que se generan con datos de diferentes orígenes y están

más orientados a la prevención. En ambos casos, la RGT constituye una aplicación

de BIOMED que genera informes de resultados en formato PDF a partir de datos

dinámicos de entrada usando la librería Reportlab (sec. 3.2.4). Como se verá más

adelante, se trata de un producto listo para entornos de producción y validado; la

hoja de ruta actual de Genomcore y de cara al futuro es desarrollar un sistema aún

más flexible, adaptado al uso incremental de los teléfonos móviles inteligentes como

herramienta para visualizar los resultados de un estudio de una manera más dinámica

que la que ofrece un fichero estático en formato PDF (sec. 4.2.5).

4.2.1 IMPLEMENTACIÓN

La RGT se ha diseñado como una aplicación que, a partir de unos datos de entrada

variables para cada ejecución, genera informes en formato PDF. Para lograrlo se ha

usado Reportlab (sec. 3.2.4) como librería base para diseñar en Python el programa

que permite la generación automatizada de los informes con mucha flexibilidad; se

pueden añadir números de página automáticos, insertar ficheros de imagen, formatear

el texto, crear tablas, realizar diseños en dos columnas, etc. Para ello, la metodología

Platypus le permite ir añadiendo elementos del informe a una lista en forma de his-

toria (story) (fch. 4.3), para finalmente generar el informe correspondiente, que se

sube entonces mediante la librería biomed-client (tbl. 4.1) al módulo de ficheros de

BIOMED, donde puede ser visualizado por los usuarios (fig. 4.11).
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FICHERO 4.3: Programa de ejemplo para generar un informe a partir de unos datos de entrada.�
1 # Filename: run.py

2 import argparse; import locale; from datetime import datetime as dt

3 from reportlab.lib import colors, units

4 from reportlab.lib.styles import getSampleStyleSheet , ParagraphStyle as PStyle

5 from reportlab.platypus import SimpleDocTemplate, Spacer, Table, TableStyle

6 from reportlab.platypus import Paragraph as P

7 doc = SimpleDocTemplate("sample-report.pdf")

8 # Parse input arguments

9 parser = argparse.ArgumentParser(allow_abbrev=False)

10 parser.add_argument("-n", "--name", type=str, help="Patient name and surnames")

11 parser.add_argument("-p", "--patient-id", type=str, help="Patient's laboratory ID")

12 parser.add_argument("-d", "--date", type=str, help="Date of the report")

13 args = parser.parse_args()

14 locale.setlocale(locale.LC_ALL, "") # set language to Spanish

15 formatted_date = dt.strptime(args.date, "%Y-%m-%d").strftime("%d de %B, %Y")

16 # Define fixed panel of diseases , colors and styles

17 diseases = ["Alfa talasemia", "Atrofia muscular espinal", "Fibrosis Quística",

18 "Hemoglobinopatía", "Distrofinopatías", "Síndrome X Frágil"]

19 white = colors.CMYKColor(0, 0, 0, 0)

20 dblue = colors.CMYKColor(.9, .6, 0, .3)

21 lblue = colors.CMYKColor(.86, .08, 0, 0)

22 yellow = colors.CMYKColor(0, 0, 1, 0)

23 S = getSampleStyleSheet()

24 S.add(PStyle("title_1", parent=S["Heading1"], fontSize=20, alignment=1, textColor=dblue))

25 S.add(PStyle(name="white", parent=S["Normal"], fontSize=10, textColor=white))

26 S.add(PStyle(name="date", parent=S["Normal"], fontSize=12, alignment=1))

27 S.add(PStyle(name="title_2", parent=S["Heading3"], fontSize=12, textColor=white))

28 # Define tables to use

29 def list_to_table_matrix(a_list, n):

30 table = [a_list[i:i + n] for i in range(0, len(a_list), n)]

31 matrix_table = [list(map(lambda x: P(x, S["Normal"]), row)) for row in table]

32 return matrix_table

33 class DiseasesTable(Table):

34 def __init__(self, *args, **kwargs):

35 super().__init__(*args, **kwargs)

36 table_style = TableStyle()

37 table_style.add("VALIGN", (0, 0), (-1, -1), "MIDDLE")

38 table_style.add("INNERGRID", (0, 0), (-1, -1), 0.25, colors.blue)

39 table_style.add("BOX", (0, 0), (-1, -1), 0.5, colors.black)

40 self.setStyle(table_style)
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41 class ResultsTable(Table):

42 def __init__(self, data, label_color=yellow, *args, **kwargs):

43 super().__init__(data, *args, **kwargs)

44 table_style = TableStyle()

45 table_style.add("VALIGN", (0, 0), (-1, -1), "MIDDLE")

46 table_style.add("SPAN", (0, 0), (0, -1))

47 table_style.add("BACKGROUND", (0, 0), (0, -1), label_color)

48 table_style.add("OUTLINE", (0, 0), (0, -1), 1, label_color)

49 table_style.add("OUTLINE", (1, 0), (-1, -1), 1, dblue)

50 table_style.add("INNERGRID", (1, 0), (-1, -1), 1, dblue)

51 table_style.add("BACKGROUND", (1, 0), (-1, -1), dblue)

52 table_style.add("TEXTCOLOR", (1, 0), (-1, -1), white)

53 self.setStyle(table_style)

54 # Build all the required elements of the report

55 table_data_1 = [

56 ["", P("Portador/a", S["title_2"])],

57 ["", P(f"El test genético ha determinado que <b>{args.patient_id}</b> es "

58 "portador/a de la/s siguiente/s enfermedad/es genética/s:",

59 S["white"])]]

60 table_data = list_to_table_matrix(diseases, n=3)

61 table_diseases = DiseasesTable(table_data, hAlign="LEFT")

62 table_data_2 = [["", P("No Portador/a", S["title_2"])],

63 ["", P(f"El test ha determinado que <b>{args.patient_id}</b> no es "

64 "portador/a de la/s enfermedad/es genética/s analizadas.",

65 S["white"])]]

66 positive = ResultsTable(table_data_1, colWidths=[5, doc.width - 15])

67 negative = ResultsTable(table_data_2, colWidths=[5, doc.width - 15], label_color=lblue)

68 # Create the Platypus story and generate the document

69 story = []

70 story.append(P(f"Informe clínico para {args.name}", S["title_1"]))

71 story.append(Spacer(1, 1*units.cm))

72 story.append(P(f"Fecha: {formatted_date}", S["date"]))

73 story.append(Spacer(1, 2*units.cm))

74 story.append(P("Texto libre en <i>diferentes </i> <b>estilos</b>.", S["Normal"]))

75 story.append(Spacer(1, 3*units.cm))

76 story.append(positive)

77 story.append(Spacer(1, 1*units.cm))

78 story.append(table_diseases)

79 story.append(Spacer(0, 3*units.cm))

80 story.append(negative)

81 doc.build(story)
� �
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FIGURA 4.11: Ejemplo de un informe generado con Reportlab a partir del comando
python run.py -n 'Arnau Sellarès Rubio' -p ASR1234 -d 2022-06-16
usando el programa en el fch. 4.3.
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4.2.2 IMPORTACIÓN DE DATOS

Adicionalmente a los datos NGS obtenidos del pipeline bioinformático de la empresa

(sec. 4.1.1), la RGT puede generar también informes de resultados a partir de datos

bioquímicos, obtenidos mediante analíticas de sangre, y genéticos, obtenidos con la

metodología más tradicional demicroarrays de SNPs. Los datos bioquímicos nos llegan

de los laboratorios colaboradores a través de sus LIMS en forma de ficheros HL7

(sec. 3.2.1); por otro lado, los datos genéticos nos llegan en forma de ficheros CSV

por correo electrónico (sec. 3.2.2), y nuestro equipo de MoG se encarga de validarlos

y subirlos a BIOMED.

4.2.3 INFORMES DE GENÓMICA CLÍNICA

Los informes clínicos generados con la RGT son los que se usan para reportar los

resultados del pipeline bioinformático de análisis NGS, explicado en detalle al inicio

de este capítulo (fig. 4.1); a esta tipología de informes, por su naturaleza, se les llama

también informes de variantes (fig. 4.12). Una vez el proceso de interpretación y

validación de las variantes identificadas en un análisis finaliza (sec. 4.1.7), los mismos

analistas inician el procedimiento para generar el informe de variantes (fig. 4.2d), que

pasa también por su proceso de validación. Esta validación se realiza en dos fases por

diferentes analistas clínicos:

• La primera validación del informe se encarga de rellenar la mayoría de textos

del informe a partir de la información almacenada en los Records y las variantes

reportadas, generando de esta manera un informe en forma de borrador.

• La segunda validación, llevada a cabo por otro analista que se encarga de revisar

el borrador, genera con su visto bueno el informe final de resultados (fig. 4.12b).

El texto que se incluye en el informe no está redactado manualmente en cada

documento, sino que procede de los Records almacenados en la plataforma; el Record
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(A) Aplicación de generación de informes de variantes y datos de entrada; la imagen se ha re-
cortado para mejorar la visualización debido a la extensa cantidad de parámetros de entrada.

(B) Informe final de variantes para un laboratorio; los logos
del informe se han eliminado por motivos de confidenciali-
dad.

(C) Informe de variantes de Genomcore.

FIGURA 4.12: Informes de variantes de laboratorio y de Genomcore.
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Perfil (figs. 4.7a, 4.7b), por ejemplo, contiene los textos estáticos que se muestran

para un resultado negativo, así como las limitaciones de la técnica, la metodología,

y la bibliografía relevante del análisis realizado. Un informe con resultados positivos

comparte el texto de limitaciones y metodología, pero su texto sobre los resultados

puede proceder o bien del Perfil, si es un resultado positivo común entre diferentes

estudios, o del Record Estudio, si es un texto específico solo para ese análisis (fig. 4.3).

Además, el informe puede contener resultados externos del laboratorio, obtenidos

por otras metodologías diagnósticas como por ejemplo secuenciación Sanger o MLPA,

para validar algunas de las variantes reportadas en el informe. Para estos casos, existen

también los Records Prueba de tipo Sanger o MLPA (figs. 4.5a, 4.5b), cuyos campos

de texto se utilizan en la generación del informe de resultados para incluir textos

referentes a las metodologías adicionales. De esta forma se reporta en un solo informe

de resultados diferentes técnicas usadas para el análisis, usando los textos combinados

de los diferentes tipos de Pruebas.

Finalmente, cuando el informe se encuentra validado y completado, el mismo

workfow NGS Study Report Generation que ha generado la versión final lo envía a través

del LIMS de cada laboratorio (figs. 4.1, 4.2d). El envío del informe se realiza a través

de un fichero HL7, que contiene el informe PDF de resultados codificado en base64

dentro del mismo (Josefsson, 2006); una vez es recibido por el LIMS, el laboratorio al

que pertenece se encarga de gestionar ya desde su sistema quien recibe esos informes.

Este proceso de transferencia se monitoriza además a través del Record Estudio, que

contiene un campo de tiempo de entrega, que es el rango de tiempo entre que se

realizó la secuenciación y el envío del informe final de resultados.

El modelo del informe se puede adaptar a los requerimientos de diseño de cada

laboratorio que lo solicite; además, disponemos de un modelo genérico para Genom-

core (fig. 4.12c), así como de los informes de diagnóstico preconcepcional, que ana-

lizan el riesgo en un embarazo de que los padres sean portadores de enfermedades

hereditarias a partir de los resultados de un laboratorio colaborador de la empresa
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(fig. 4.13). En este último caso, el análisis preconcepcional se realiza con paneles de

6, 16 o 176 genes, y la aplicación es capaz de generar informes en cuatro idiomas

distintos (español, inglés, francés e italiano).

FIGURA 4.13: Informes de diagnóstico preconcepcional para un laboratorio colaborador, cuyos logos y da-
tos privados han sido eliminados por motivos de confidencialidad; tampoco se muestran todas las páginas.
Imagen superior: informe con resultados positivos para un panel de 6 genes. Imagen inferior: informe con
resultados negativos para un panel de 16 genes.
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4.2.4 INFORMES DE SALUD PERSONALIZADA

4.2.4.1 Primera fase de desarrollo

Otra aplicación de la RGT ha sido la generación de informes de salud personalizada,

ofrecidos en la empresa bajo la marca Made of Genes (MoG) a los usuarios que los

adquieren a través de la plataforma web (sec. 1.6). Estos informes integran diferen-

tes fuentes de datos: información genética (cómo eres), datos bioquímicos y analíticas

de sangre (cómo estás) e información sobre los hábitos de vida del usuario (cómo te

cuidas), para ofrecer recomendaciones de salud personalizada a partir de la eviden-

cia científica actual (fig. 4.15). El proceso de análisis para este tipo de estudios es el

siguiente (fig. 4.14):

• La compra de un estudio MoG implica:

– Por una parte, la recepción de un correo electrónico para firmar digital-

mente el consentimiento informado (sec. 3.2.3).

– Por otra, la extracción de muestras del usuario (sec. 4.2.2); esa extracción

se lleva a cabo en uno de los centros de la red de laboratorios colaboradores,

y puede implicar tanto la extracción de muestras para su análisis bioquími-

co, como para el genotipado de SNPs, actualmente llevado a cabo median-

te microarrays genómicos. La programación de la cita con el laboratorio

está automatizada una vez el usuario firma el consentimiento informado,

que debe rellenar con sus datos personales y llevarlo al laboratorio el día

de la extracción.

• La detección de nuevos documentos firmados está integrada en BIOMED, de

manera que hay un proceso que monitoriza nuevas firmas y actualiza la infor-

mación correspondiente en la plataforma para su correcta trazabilidad.

• El laboratorio se encarga de enviar los resultados del análisis a través de un

fichero HL7 cuando se trata de datos bioquímicos, o de un fichero CSV si es
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un genotipado; los datos contenidos en ambos se combinan en un solo fichero

en formato JSON, que se almacena en BIOMED.

• Este fichero JSON procesado se usa como datos de entrada del workflow desti-

nado a generar informes de salud personalizada, formado por dos aplicaciones

(fig. 4.14):

– MoGEvaluator: se encarga de validar que todos los datos disponibles son

correctos para la generación del informe de salud personalizada. Tiene

como dato de entrada el fichero JSON procesado, y genera como datos

de salida un nuevo fichero JSON con toda la información estandarizada y

necesaria para poder generar el informe.

– MoGRenderer: esta aplicación se encarga de identificar el tipo de informe

a generar a partir del estudio MoG encargado, genera el informe en forma-

to PDF a partir de la información contenida en el JSON estandarizado, el

fichero de salida de la primera aplicación, y lo sube a BIOMED (fig. 4.15).

Una vez subido, el informe pasa por un proceso de revisión manual por parte de

losHealthCoach antes de ser entregado al usuario que lo encargó; un Health Coach es

la persona experta en salud dentro de MoG, encargada de interpretar los resultados

del estudio y ajustar las recomendaciones de salud al estilo de vida y objetivos del

usuario.
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FIGURA 4.14: Flujo de datos para el análisis de los estudios MoG.



102 CAPÍTULO 4. RESULTADOS

(A) Explicación de las acciones y las áreas de estudio.

(B) Tabla resumen de las acciones recomendadas para cada área de estudio analizada.

(C) Resultados de una área de estudio específica.

FIGURA 4.15: Informe Made of Genes ONE de salud personalizada.
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4.2.4.2 Segunda fase de desarrollo

La automatización del procesamiento de los ficheros HL7 y CSV recibidos de los

laboratorios se implementó más tarde en una segunda fase; en ésta, una vez se re-

ciben en BIOMED los ficheros correspondientes, se activan una serie de workflows

automatizados que procesan los datos (fig. 4.16). Hemos desarrollado una API que

centraliza los diferentes procesos automatizados de los que disponemos en la platafor-

ma, la Cron Python API, de manera que cuando detecta la subida de nuevos ficheros

HL7 o CSV en proyectos determinados (organizados por laboratorios), se encarga

de ejecutar un workflow para procesarlos. Este workflow concreto recibe el nombre

de MoGIA, e incluye, como en el caso de los análisis NGS, una transformación de

los datos externos de entrada a Records en BIOMED (fig. 4.17): cada resultado de

bioquímica procesado del fichero HL7 se transforma en un Record de tipo Biovalue

(sec. 4.2.5.1), y cada SNP individual del fichero CSV en un Record de tipo Varian-

te (sec. 4.1.6). Los Records adicionales que se generan durante el proceso (Paciente,

Orden, Estudio, etc.) se utilizan como en el caso de los análisis NGS para asegurar la

trazabilidad de todos los datos del estudio. Esta organización en Biovalues y Variantes

nos permite posteriormente agilizar el proceso de evaluación del estudio y hacerlo de

una manera mucho más modular.

El workflow de MoGIA consta de 3 aplicaciones (fig. 4.16):

• Importer: esta aplicación se encarga de importar los ficheros HL7 y CSV, loca-

lizados en los proyectos de cada laboratorio, a un proyecto particular de MoG,

que es el que usamos para todos los análisis de salud personalizada. Esta división

de proyectos nos permite procesar datos de distintos laboratorios sin que éstos

puedan acceder a datos que no sean de su propio laboratorio.

• Parser: su función principal es la de transformar los datos contenidos en los

ficheros de entrada a sus correspondientes Records en BIOMED. En el caso de

un HL7, la aplicación genera Records de tipo Biovalue; en el caso de un CSV,
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FIGURA 4.16: Segunda fase del flujo de datos para el análisis de los estudios MoG.
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FIGURA 4.17: Relaciones entre los Records generados para los estudios MoG; debajo de cada Record, se
esquematizan los enlaces a otros Records para su correcta trazabilidad.

genera Records de tipo Variante. En ambos casos, se genera también un Record

de tipo Muestra por motivos de trazabilidad.

• MoGIA: se encarga de generar Records de tipo Insight a partir de los Biovalues

y Variantes almacenados para un estudio concreto.

Los Insights son los Records que más importancia tienen en esta segunda fase de

automatización y migración desde un sistema que genera informes estáticos en PDF

a otro que muestra los resultados de un estudio MoG de manera más dinámica (ver

sec. 4.2.5.2 más adelante); esta nueva organización de la información ha permitido el

desarrollo de una aplicación web orientada a los usuarios de los estudios MoG, donde

la visualización de los resultados se realiza de forma más flexible (sec. 4.2.5).

4.2.5 APLICACIÓN WEB

La implementación de los Insights como entidades en los que reflejar los datos y las

recomendaciones de salud para cada área de un estudio MoG se ha integrado al desa-

rrollo de una aplicación web orientada al usuario que solicita un estudio (sec. 3.2.5).

Su funcionamiento es el siguiente: cuando un usuario encarga un estudio MoG, ade-

más de recibir por correo electrónico el consentimiento informado, recibe ahora otro

correo para activar su usuario en la aplicación web. Una vez activado, el acceso a la
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aplicación le permite ir siguiendo el estado de su estudio, desde la extracción de mues-

tras en el laboratorio y su análisis en BIOMED, hasta la generación de los Records

de tipo Insight, que tras ser revisados por los Health Coach, enviarán al usuario una

notificación automática conforme su estudio se encuentra validado y finalizado.

4.2.5.1 Biovalues

El módulo de Biovalues es un componente de BIOMED que permite almacenar los

datos de un análisis bioquímico de laboratorio de manera individualizada y flexible.

Un Biovalue es un tipo de plantilla de Records (sec. 3.1.7) especializada, que ade-

más dispone de una API propia para su integración con otros componentes de la

infraestructura de la empresa. Los Records de tipo Biovalue almacenan información

bioquímica, como por ejemplo, el valor de la analítica, el rango normal, la fecha en

que se analizó, la tarea de BIOMED con la que se generaron, etc. (fig. 4.18).

4.2.5.2 Insights

Para la segunda fase de la RGT, se ha diseñado también el módulo de Insights. Un

Insight es una entidad individual en BIOMED, un tipo de Record específico que

se utiliza para guardar la información sobre recomendaciones personalizadas de salud

basándose en los Biovalues y variantes disponibles para un usuario, enmarcadas dentro

de áreas de salud, por ejemplo: niveles de vitamina D, presión arterial, o efectividad

de las dietas bajas en grasas (fig. 4.19). Este módulo es muy similar al de Biovalues

(sec. 4.2.5.1), ya que también requieren de una plantilla de Records especializada y

una API propia.

4.2.5.3 Implementación

En esta aplicación web, la presentación de los Insights, Biovalues y otros datos de salud

se realiza de manera mucho más visual que en BIOMED (fig. 4.20): el usuario puede

consultar fácilmente mediante un menú lateral todos los datos asociados a su usuario
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FIGURA 4.18: Módulo de Biovalues de BIOMED.

FIGURA 4.19: Módulo de Insights de BIOMED.

(fig. 4.20a); al navegar a un Insight específico obtendrá información más detallada de

éste, además del listado de variantes genéticas y marcadores bioquímicos asociados a él

(figs. 4.20b, 4.20c). La aplicación también permite visualizar los valores históricos de

elementos que se han reanalizado en estudios posteriores (fig. 4.20d), así como todos

los estudios realizados y los informes asociados (fig. 4.20e). El asesoramiento de los

resultados se realiza igualmente por parte de los Health Coach de MoG, en este caso

ya no con un informe estático en PDF, sino con una aplicación dinámica, fácilmente

consultable desde el móvil o un navegador web cualquiera.
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(A) Listado de Insights, junto con las re-
comendaciones sugeridas para cada uno.
En el menú lateral se pueden observar
los distintos módulos de visualización de
datos del usuario.

(B) Detalle de un Insight, sección de ge-
nética.

(C) Detalle de un Insight, sección de
bioquímica.

(D) Visualización del histórico para un
Biovalue.

(E) Visualización de Estudios, su estado y los informes asociados.

FIGURA 4.20: Visualización de resultados e informes en la aplicación web de MoG.



CAPÍTULO 5
Discusión

En este capítulo se evalúan las herramientas desarrolladas en esta tesis doctoral, y

se discute el objetivo planteado al inicio de la tesis de validar en un entorno clínico

el VPMS y la RGT. Finalmente, se discuten las problemáticas encontradas y las

mejoras que se podrían aplicar en un futuro.

5.1 SISTEMA DE GESTIÓN DE PANELES VIRTUALES

DE GENES

El VPMS desarrollado en este proyecto permite incrementar la automatización de los

análisis NGS llevados a cabo en la empresa, además de brindar un sistema de fácil

acceso y ejecución para el reanálisis de datos con diferentes preguntas clínicas. Esto

permite realizar estudios dirigidos para evitar la detección de VUS, UFs, y SFs pro-

blemáticos, ya que un número demasiado elevado de variantes identificadas durante

un análisis puede dificultar y retrasar el proceso de interpretación y validación de los

resultados clínicamente relevantes que se reportan al paciente. En la fig. 5.1 se puede

observar como la cantidad de variantes incrementa al ampliar las ROIs, pasando de

identificar solo cuatro variantes en los exones del gen BRCA2 para el panel, a identificar

109



110 CAPÍTULO 5. DISCUSIÓN

más variantes en los exones de BRCA2 y ZAR1L en la WES, a identificar en la WGS

muchísimas más variantes tanto en intrones como exones de ambos genes, además de

en las regiones intergénicas.

FIGURA 5.1:Amplitud de tres análisis NGS diferentes, visualizando en el IGV los ficheros VCF generados
por el pipeline bioinformático, y aumentado a una región del cromosoma 13 humano. En los carriles
superiores se pueden observar, respectivamente, las variantes identificadas en un análisis para un panel
de genes (4 en esta región, 4 en el cromosoma 13, y 21 en total), para WES (13 en esta región, 2,358 en
el cromosoma 13, y 140,570 en total) y para WGS (144 en esta región, 179,065 en el cromosoma 13,
y 5,011,327 en total); la combinación del azul y rojo indica si la variante en esa posición es homocigótica
o heterocigótica. Los cuatro carriles inferiores determinan el nombre estándar de los genes en esa región,
además de las ROIs utilizadas en los tres tipos de análisis, definidas en el fichero BED del panel virtual.

Adicionalmente, el VPMS resulta coste-eficiente para las pruebas de WES y WGS

realizadas, debido a que el continuo reanálisis de los datos posibilita aumentar el ren-

dimiento diagnóstico de la prueba, facilitando así la implementación de la genómica

en el campo del diagnóstico genético, y reduciendo potencialmente el tiempo de res-

puesta respecto al enfoque tradicional basado en metodología Sanger.

5.1.1 REANÁLISIS

El reanálisis de datos y/o la publicación de nueva evidencia científica puede llevar a

una reclasificación de las variantes previamente identificadas, lo que puede suponer

una actualización de su efecto biológico y su patogenicidad en el paciente o pacientes

en los que se identificaron. En otras ocasiones, la actualización de las versiones de las
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herramientas utilizadas en el pipeline bioinformático de la empresa puede suponer una

mejora de su sensibilidad y especificidad para detectar variantes, dando fruto a nuevos

diagnósticos a partir del reanálisis de los datos de secuenciación generados en estudios

anteriores; en este caso, el reanálisis se puede producir en diferentes puntos del pro-

ceso bioinformático, dependiendo del motivo por el que se realiza (sec. 1.4.3.2).

La implementación actual del reanálisis resulta trivial a ojos del analista clínico, que

vuelve a ejecutar con los mismos datos NGS el workflow de identificación de variantes

sin la aplicación inicial de alineamiento con el genoma de referencia (fig. 4.10). Esta

modularidad permite reagrupar las aplicaciones en workflows más reducidos, ignoran-

do la ejecución de procesos o aplicaciones que no sean necesarios para el reanálisis,

reduciendo así el tiempo de ejecución. No obstante, actualmente esta flexibilidad en

el reanálisis no está todavía integrada en procesos automatizados de la plataforma,

por lo que cualquier nueva evidencia publicada o nueva versión de software debe ser

manualmente revisada para decidir qué pacientes o estudios tendrían que ser reanali-

zados; por el momento, esta decisión recae en los analistas que realizan sus estudios

en la plataforma. En consecuencia, una continuidad de este presente proyecto sería

el desarrollo de procesos automatizados que identifiquen las variantes afectadas por

publicaciones de nueva evidencia científica, y notifiquen a los actores involucrados la

posibilidad de realizar un reanálisis, con la finalidad de optimizar el diagnóstico clínico

a partir de los datos de secuenciación generados en estudios anteriores; la actualiza-

ción de los pipelines bioinformáticos de la empresa también serían motivo de procesos

de reanálisis de la base de datos de variantes existente en la plataforma, ya que el

refinamiento y mejora de los algoritmos de alineamiento genómico, identificación,

priorización y clasificación de variantes de cada programa utilizado podría incremen-

tar la especificidad y sensibilidad del análisis por si solo. No obstante, actualmente aún

es necesaria una definición e implementación concreta de los protocolos y recomenda-

ciones a seguir por parte de los laboratorios y las instituciones que realizan los análisis

bioinformáticos, ya que sus implicaciones morales y éticas son relevantes tanto para
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el paciente afectado como para sus familiares directos (Richards et al., 2015; Rehder

et al., 2021).

5.1.1.1 Beneficios y limitaciones del reanálisis

La reevaluación de una variante a causa de nuevos descubrimientos y/o pruebas puede

conducir a la reclasificación de esa variante. Para los pacientes que esperan un diagnós-

tico molecular, una VUS que ha sido reclasificada como patogénica o probablemente

patogénica puede resultar transformadora y proporcionar beneficios tales como un

pronóstico informado, gestión adecuada de su salud e información sobre el riesgo de

recurrencia. Sin embargo, la reevaluación de una variante también puede conducir a

una degradación de su clasificación, lo que da como resultado que la variante que se

categorizó en el pasado como patogénica sea reclasificada como VUS, probablemente

benigna, o benigna (Xiang et al., 2020); la degradación en la clasificación de una varian-

te puede ser particularmente devastador para los pacientes a los que previamente se

les proporcionó un diagnóstico molecular, ya que tomaron decisiones médicas impor-

tantes basándose en variantes patogénicas o probablemente patogénicas previas. Este

potencial de reclasificación para alterar un diagnóstico molecular establecido tiene ra-

mificaciones significativas para los sistemas de salud, ya que demuestra que incluso

los pacientes que han recibido un diagnóstico molecular pueden beneficiarse de un

reanálisis rutinario, no solo aquellos que esperan un diagnóstico. No obstante, el reaná-

lisis rutinario de todos los conjuntos de datos genómicos recopilados anteriormente

aumentará exponencialmente las cargas de trabajo (Robertson et al., 2022).

El reanálisis y la reevaluación de los datos genéticos puede implicar costes signifi-

cativos, ya que los laboratorios pueden llegar a dedicar entre 20 y 40 horas de trabajo

realizado por expertos para producir un informe clínico inicial (Wenger et al., 2017);

múltiples grupos han expresado su preocupación por la carga de trabajo asociada con

el reanálisis y han destacado la necesidad de un sistema para compensar el coste eco-

nómico para los sistemas sanitarios (Machini et al., 2019). Aunque el reanálisis pueda
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suponer un medio para garantizar que a los pacientes no se les receten tratamientos

ineficaces, sin un cambio significativo en el modelo de reembolso existente, el reaná-

lisis rutinario será insostenible en los sistemas de salud pública actuales. No obstante,

existen estudios que describen el desarrollo de sistemas parcialmente automatizados

que reducen esta carga de trabajo en más de un 90% (Baker et al., 2019), aunque esta

automatización parcial indica que la mano de obra experta sigue siendo esencial para

el reanálisis y requiere de una compensación adecuada (Robertson et al., 2022).

La generación de un informe de genómica clínica normalmente requiere del pro-

cesamiento de grandes volúmenes de datos; para que el reanálisis se convierta en una

práctica rutinaria para todos los pacientes con datos genómicos disponibles, se de-

ben implementar sistemas para el almacenamiento, procesamiento y uso clínico de

estos datos. Cada etapa del proceso de reanálisis tiene diferentes requisitos y desafíos

para los datos tratados; por ejemplo, la reidentificación de variantes requiere del al-

macenamiento y procesamiento de hasta cientos de gigabytes de datos genómicos sin

procesar (en bruto) por paciente. Algunos estudios han planteado la problemática de

que el tamaño y la complejidad de estos datos pueden hacer que el reanálisis univer-

sal sea prohibitivamente costoso, que estos ficheros deberían eliminarse directamente

y que la resecuenciación debería realizarse con futuras tecnologías más económicas

(Costain et al., 2018). En contra de este argumento está el hecho de que el coste de

la secuenciación solo ha disminuido aproximadamente un 50% desde mediados de

2015 (Wetterstrand, 2022) y sigue siendo significativamente más caro que el coste

estimado de almacenamiento (Krumm y Hoffman, 2020); sin embargo, siguen que-

dando dudas sobre en quién recae la responsabilidad del coste de almacenamiento y

recuperación de los datos y cómo se sufragarán dichos costes.

Por el contrario, es posible que los procesos de reanotación y repriorización de

variantes solo requieran del archivo VCF del análisis original. El tamaño compara-

tivamente pequeño de este archivo permite superar muchos de los obstáculos en el

almacenamiento de ficheros de secuenciación; sin embargo, no permite aprovechar
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ninguno de los beneficios derivados de la realineación y la reidentificación. Aunque

los ficheros VCF pueden ser más manejables, este formato fue diseñado para entornos

de investigación (Danecek et al., 2011); en consecuencia, existen limitaciones acerca

de cómo se adaptará la variabilidad asociada a los ficheros VCF dentro de los sistemas

de salud modernos e interoperables. Actualmente se están desarrollando recursos para

cerrar esta brecha (Dolin et al., 2021); sin embargo, para que el reanálisis de los datos

genómicos se convierta en algo rutinario, debe realizarse una síntesis de la bioinfor-

mática con la informática de la salud.

Actualmente, no existen dudas acerca del potencial que el reanálisis periódico de

los datos genómicos existentes tiene para transformar la atención médica de los pa-

cientes; los diagnósticos adicionales logrados pueden alterar la trayectoria clínica de

un paciente y conducirle a mejores tratamientos, y mejor gestión y asesoramiento.

Algunos de los desafíos para la implementación de reanálisis clínicos rutinarios se

superarán a través de políticas concretas, mientras que otros se resolverán median-

te la mejora de los sistemas de genómica clínica y los avances en salud digital. Lo

más importante es seguir trabajando para ayudar a todos los pacientes que siguen sin

un diagnóstico genético concluyente, a pesar de las mejores prácticas en las pruebas

genéticas actuales.

5.1.2 ANOTACIÓN DE VARIANTES

El proceso de anotación (sec. 1.3.1.3) constituye un paso muy importante del pipeline

bioinformático que puede someterse a una mayor estandarización para aumentar la

consistencia de los análisis NGS entre instituciones y laboratorios. Uno de los prin-

cipales desafíos para la implementación generalizada de las capacidades predictivas

de la NGS es la falta de bases de datos de anotaciones genómicas completas y con-

sistentes que sean de acceso público. Actualmente, existen diferentes bases de datos:

la consensus coding sequence (CCDS) (Pruitt et al., 2009), RefSeq (Pruitt, Tatusova y
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Maglott, 2007), Known Genes (Hsu et al., 2006), GENCODE (Harrow et al., 2006),

ENSEMBL (Hubbard et al., 2009), HGMD (Stenson et al., 2008), y OMIM (Am-

berger et al., 2015), entre las más importantes. Cada una de ellas tiene sus ventajas

e inconvenientes, por ejemplo, errores en la curación de los datos, o la existencia de

datos desactualizados; además, el uso inconsistente de estas bases de datos en la lite-

ratura dificulta la replicación de los descubrimientos de investigación (Dewey et al.,

2012).

Como este proceso se basa en la recopilación de información almacenada en bases

de datos estáticas en constante evolución, es necesario implementar políticas para rea-

lizar un versionado de estos ficheros descargados, así como actualizaciones periódicas

para descargar versiones más nuevas. En este sentido, además de varias aplicaciones

comerciales diseñadas para facilitar la anotación e interpretación de los datos de se-

cuenciación (Oliver, Hart y Klee, 2015), y el uso de herramientas tradicionales para

encontrar similitudes en otras especies (Stein, 2001), ANNOVAR para integrar datos

entre diferentes categorías de anotaciones (Wang, Li y Hakonarson, 2010), o el En-

sembl Variant Effect Predictor (VEP) (McLaren et al., 2016), se han desarrollado diversas

estrategias automatizadas de anotación de genes que codifican para proteínas (Brent,

2008), así como de extracción de datos fenotípicos a partir de notas clínicas o EHRs;

investigaciones preliminares sugieren que utilizar algoritmos de procesamiento de len-

guaje natural y otros métodos de automatización incrementan significativamente la ta-

sa diagnóstica y la eficiencia del análisis a la hora de priorizar variantes reportables en

análisis genómicos, aunque su sensibilidad y especificidad siguen siendo insuficientes

para sustituir el papel de un analista humano (Thuriot et al., 2018; Clark et al., 2019;

Austin-Tse et al., 2022). Con el fin de optimizar este proceso, el uso de herramientas

que capturen información detallada en un formato estándar y estructurado es vital a

la hora de escalar y automatizar el análisis y reporte en genómica clínica.

Otra de las limitaciones del proceso de anotación es el de conseguir anotar va-

riantes no codificantes para proteína, ya que históricamente los estudios genómicos
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han ignorado más del 99% de la variación genómica humana; en este sentido, están

apareciendo herramientas que integran capacidades predictivas con iniciativas como

el proyecto Encyclopedia of DNA elements (ENCODE) para analizar más allá de las

regiones codificantes (Dunham et al., 2012; Ritchie et al., 2014).

5.1.3 PRIORIZACIÓN DE VARIANTES BASADA EN TÉRMINOS FENOTÍPICOS

En las pruebas tradicionales enfocadas a una enfermedad, el número de variantes

identificadas suele ser lo suficientemente pequeño como para permitir la evaluación

individual de todas las variantes en cada muestra; sin embargo, en la WES se iden-

tifican decenas de miles de variantes y en WGS hasta varios millones, lo que hace

imposible esta aproximación. Aplicar el potencial de los datos predictivos genómicos

obtenidos de la NGS es una de las tareas más difíciles en la interpretación de datos.

Dado que se pueden identificar potencialmente millones de variantes a partir de un

solo análisis, el proceso de priorización de variantes es importante para reducir la lista

de variantes candidatas a interpretación. Estos pasos deben valorar el equilibrio entre

maximizar la sensibilidad y minimizar la cantidad de VUS, reduciendo las varian-

tes identificadas para la revisión de los analistas, y garantizando que no se excluyan

variantes patogénicas durante el proceso.

En los análisis basados en el fenotipo para el filtraje y priorización de variantes, los

laboratorios pueden beneficiarse enormemente estableciendo políticas para automati-

zar la selección de genes de interés para un fenotipo específico, utilizando plataformas

que se basan en datos estructurados de fenotipos de pacientes para priorizar variantes

encontradas en esos genes (Firth et al., 2009; Wang et al., 2019), con controles de

calidad adicionales para garantizar que las listas de genes seleccionadas sean curadas y

revisadas adecuadamente por expertos en la materia. Además, es recomendable que

dichas listas sean verificadas y actualizadas periódicamente; el ACMG recomienda

que las listas de genes de los paneles sean examinadas cada 6 meses para determinar
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si los datos más recientes sugieren la adición o eliminación de genes de dichas listas

(Rehder et al., 2021).

En este sentido, otro aspecto mejorable para el VPMS vendría dado por el diseño

de estrategias automatizadas de creación de paneles virtuales mediante la selección

de genes candidatos a partir de términos fenotípicos estándar definidos por la HPO

(Saklatvala, Dand y Simpson, 2018; Wang et al., 2019). La BED Tool, la aplicación

diseñada durante este proyecto para la generación de paneles virtuales (sec. 4.1.4),

permite mucha flexibilidad a la hora de definir las regiones para un panel virtual

específico; como la inclusión de ROIs en el fichero BED de salida depende de la in-

troducción en la lista de entrada de un transcrito concreto, la aplicación es capaz de

diseñar paneles virtuales con tantas combinaciones como transcritos humanos exis-

tan, resultando así muy personalizable a las necesidades determinadas de cada análisis

NGS que se desee realizar. Por otro lado, es importante que la información del EHR

del paciente sea lo más precisa posible, para que tal sistema sea capaz de recuperarla y

realizar una correcta y ajustada selección de genes candidatos para un análisis dirigido.

La automatización incremental del VPMS facilitará de esta manera un incremento del

rendimiento diagnóstico a partir de la mejora de la información fenotípica estructu-

rada a la que se pueda acceder desde BIOMED.

5.1.4 INTERPRETACIÓN DE VARIANTES

Actualmente, la interpretación de un análisis NGS representa un desafío para analistas

y laboratorios que desean beneficiarse del potencial diagnóstico de la genómica clínica.

Este reto implica que, por ejemplo, en ClinVar haya un 17% de variantes interpretadas

por más de un analista con discrepancias en la clasificación de la variante (Rehm et al.,

2015), o que por ejemplo a fecha de 2014 hubiera discrepancias entre la base de

datos de transcritos RefSeq y el genoma de referencia GRCh37, que afectaban a

5308 transcritos en un total de 3039 genes (Oliver, Hart y Klee, 2015). Para facilitar
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esta labor, se están desarrollando herramientas automatizadas de interpretación de

variantes que reduzcan la brecha entre los resultados reportados por el laboratorio y

su significado clínico (Chunn et al., 2020; Chin et al., 2022).

Para optimizar el proceso de interpretación de variantes, un sistema ideal se de-

dicaría a presentar al analista toda la evidencia pertinente, literatura científica e infor-

mación sobre la variante específica y los genes afectados, reduciendo así la necesidad

de consultar recursos externos, permitiéndole resumir rápidamente todos los datos

y considerar la relevancia potencial con respecto a la indicación clínica principal del

paciente para la prueba. El sistema podría ayudar a facilitar este proceso al permi-

tir que los analistas introduzcan notas y comentarios para ayudar en la revisión final

del caso; mantener toda esta información en una base de datos interna de variantes

mejoraría así la optimización del análisis cuando se detecten las mismas variantes en

futuros análisis realizados en otros individuos. El módulo de variantes desarrollado

durante este proyecto en BIOMED facilita esta labor interpretativa para el analista

(sec. 4.1.6), ya que permite la introducción de comentarios personalizados para una

variante analizada específica, además de enlaces externos para consultas adicionales

(fig. 4.9b).

En un futuro, disponer de bases de datos con datos genómicos de grado clínico y

de calidad será crucial para avanzar en nuestra comprensión de la importancia clínica

de la variación genética y para una interpretación más exacta y reproducible de los

resultados NGS (sec. 1.3.3); los esfuerzos actuales a nivel nacional e internacional para

crear bases de datos genómicas exhaustivas incluyen ClinGen (Rehm et al., 2015) y

el Human Variome Project o proyecto del varioma humano (HVP) (Burn y Watson,

2016).
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5.1.5 IMPORTACIÓN AUTOMATIZADA DE RECORDS

Actualmente, la creación de todos los Records de BIOMED necesarios para el correcto

funcionamiento del pipeline bioinformático requiere aún de la intervención manual del

equipo de la empresa para crear, por ejemplo, nuevos Records de Librerías o Perfiles.

Aunque la mayoría de esos Records no cambian muy a menudo y su información

es utilizada por múltiples análisis, el VPMS podría mejorarse también desarrollando

nuevas automatizaciones que faciliten esa importación a partir de los catálogos de

pruebas de los laboratorios. Sin embargo, la falta de estandarización y estructuración

de los datos en cada institución dificulta la implementación de dichas mejoras, por lo

que es preciso mejorar la interoperabilidad entre sistemas, por ejemplo, fomentando

la gestión de la información en bases de datos estándar, y estableciendo procesos

automatizados de consulta e intercambio de información entre las bases de datos de

diferentes instituciones. En este sentido, queda mucho camino por recorrer, debido

a que dicha automatización depende del grado de colaboración entre proveedores de

salud.

5.1.6 DIFERENCIAS ENTRE VARIANTES Y RECORDS

El almacenamiento de variantes generadas en análisis NGS en la plataforma ha pasa-

do por diferentes fases de desarrollo debido a la magnitud de los datos gestionados.

Inicialmente, se utilizó una base de datos de ElasticSearch para almacenar directa-

mente las variantes desde elworkflow de detección de variantes, para luego recuperarlas

desde BIOMED mediante una API especializada para ello. Actualmente, las varian-

tes se almacenan en una base de datos de MongoDB, como sucede con el módulo de

Records, siendo la única diferencia entre ambos que, en el caso de las variantes, no

existe una plantilla JSON que sirva de intermediaria de validación de campos. Al ser

la nomenclatura de las variantes mucho más estandarizada y estática que la diseñada

para los Records, no se prevé una reducción en el rendimiento de este módulo, que
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valida directamente las variantes almacenadas en el momento de creación mediante

su API especializada.

5.1.7 LIMITACIONES DE CWL

El uso de CWL como lenguaje estándar para diseñar los diferentes workflows que

componen el pipeline bioinformático de la empresa ha sufrido también una evolución

desde su implementación inicial. Aunque se trate de un lenguaje común para diseñar

workflows de procesamiento de datos NGS (Strozzi et al., 2019; Korhonen et al., 2019),

nuestra implementación inicial basada en diseñar una única aplicación que incluía to-

das las etapas del análisis bioinformático resultó problemática al procesar datos de

WES y WGS, por una limitación del propio CWL de no eliminar ficheros interme-

dios entre diferentes pasos del workflow (https://github.com/common-workflow-

language/cwltool/issues/892). Este hecho provocó problemas en la asignación de

recursos computacionales en los nodos de la empresa, porque un solo workflow consu-

mía mucho espacio de disco, al estar almacenando de manera incremental todos los

ficheros intermedios del procesamiento. La implementación actual del pipeline bioin-

formático de la empresa tiene una aproximación más modular debido al desarrollo

de aplicaciones que se pueden conectar entre ellas mediante los binders (sec. 3.1.3.2),

y la asignación de recursos para cada ejecución resulta mucho más estable y escalable

a procesos con datos genómicos de intensa computación, ya que SLURM es capaz

de gestionar mejor los recursos disponibles en los diferentes nodos de computación

cuanto más modulares sean las aplicaciones esperando a ejecutarse.

https://github.com/common-workflow-language/cwltool/issues/892
https://github.com/common-workflow-language/cwltool/issues/892
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5.2 HERRAMIENTADEGENERACIÓNDE INFORMES

La RGT es una herramienta que, actualmente, permite generar en el entorno de pro-

ducción de BIOMED informes de una amplia variedad de tipologías, desde informes

clínicos de variantes hasta informes de salud personalizada orientados a la prevención.

Se trata además de un sistema escalable debido a la automatización de la mayoría de

los procesos y workflows que la componen. Sin embargo, el sistema se puede seguir

mejorando; una de las propuestas para realizar en etapas futuras es la de centralizar su

funcionalidad en una sola API que, a partir de unos datos biomédicos de entrada, sea

capaz de generar informes clínicos o de salud personalizada en formato PDF y/o Bio-

values, Variantes e Insights dependiendo de cada implementación particular, de manera

que el proceso sea más estandarizado y su monitorización y ejecución no se vea divi-

dida entre varias aplicaciones y workflows. Adicionalmente, se quiere mejorar también:

el proceso de validación de los datos que nos llegan de los laboratorios (sec. 4.2.2),

debido a que no siempre cumplen con el formato estándar HL7 y eso genera proble-

mas en su procesamiento, al generar errores de ejecución por campos inválidos por

su tipología; y el proceso de estandarización de éstos, ya que el uso de identificadores

internos por parte de los laboratorios provoca también que puedan existir colisiones

con los identificadores de los marcadores bioquímicos de otros laboratorios. En este

sentido, la integración en la RGT de la nomenclatura Logical Observation Identifier Na-

mes and Codes (LOINC) eliminaría estos problemas, por lo que se considera otra de

las potenciales mejoras a implementar en el futuro inmediato (sec. 5.4.4).

5.2.1 DOCUSIGN

El proceso de firma digital encargado actualmente a Signaturit (sec. 3.2.3) cumple con

su funcionalidad de facilitar la firma del consentimiento informado para el análisis de

laboratorio cómodamente de manera remota. Sin embargo, su API no dispone de

una funcionalidad para crear y editar formularios de consentimientos informados de
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manera programática, trabajo que recae así al equipo de Genomcore, que actualmente

se realiza de manera manual, tanto para subir el documento PDF que se va a usar como

plantilla para el consentimiento informado, como para crear los campos rellenables

encima del PDF para generar el formulario.

En este sentido, estamos investigando una migración del sistema de firma digital a

DocuSign (https://www.docusign.com/), que sí que dispone de una API completa para

la generación y edición de formularios (https://developers.docusign.com/docs/esign-

rest-api/esign101/concepts/templates/). Esto nos permitirá desarrollar una aplicación

de BIOMED que permita generar formularios de consentimientos informados de

manera automatizada para todos los laboratorios colaboradores que lo soliciten.

5.2.2 REPORTE DE RESULTADOS

El uso de Reportlab como base para la creación de informes de resultados en PDF ha

sido acertada, ya que cubre todos los casos de uso encontrados hasta el momento, y

permite una gran flexibilidad para implementar nuevas características. Paulatinamen-

te a su desarrollo, la aplicación inicial se ha ido dividiendo en aplicaciones de funcio-

nalidad más reducida para aumentar la modularidad de la RGT. Actualmente, existen

diferentes workflows en los que la aplicación final es la encargada de generar el docu-

mento PDF a partir de unos datos de entrada estandarizados (secs. 4.2.3, 4.2.4.1); en

uno de ellos, la funcionalidad está migrando hacia un sistema de representación de los

resultados en una aplicación web, que permite la visualización de resultados de una

manera cómoda desde cualquier dispositivo móvil o de sobremesa con acceso a un

navegador (sec. 4.2.4.2). La consulta de datos de salud en esta aproximación resulta

más accesible que la que se almacena en un informe PDF impreso. Hasta el momento,

la recepción por parte de los usuarios de la aplicación web ha sido positiva, y se espera

seguir monitorizando su adopción para analizar las preferencias de visualización del

usuario o paciente de un estudio.

https://www.docusign.com/
https://developers.docusign.com/docs/esign-rest-api/esign101/concepts/templates/
https://developers.docusign.com/docs/esign-rest-api/esign101/concepts/templates/
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Actualmente, personalizar la inclusión o exclusión de resultados en los informes

para cada paciente es un reto que puede superarse mediante la automatización de

procesos que permitan a los médicos especificar la pregunta clínica principal durante el

paso inicial de solicitud del análisis. Otros aspectos del informe de variantes están bajo

desarrollo, como por ejemplo la introducción de la relevancia clínica de las variantes

en la nomenclatura LOINC (https://loinc.org/53037-8/) y en el estándar HL7

(http://www.hl7.org/fhir/uv/genomics-reporting/history.html).

5.2.3 HERRAMIENTAS ALTERNATIVAS

En la fase inicial de diseño y desarrollo de la RGT, se consideraron diferentes he-

rramientas alternativas a Reportlab para la generación automatizada de informes de

resultados. Una de ellas fue pdftk (https://www.pdflabs.com/tools/pdftk-the-

pdf-toolkit/), que permite rellenar la información de un formulario PDF de manera

programática. El motivo de su descarte fue sobre todo por la imposibilidad de usarlo

para generar toda la estructura del informe desde cero mediante código, como sí es

posible con Reportlab, pero también porque ocasionaba errores de visualización con

letras que contenían caracteres especiales como tildes.

Otra de las herramientas consideradas fue Jupyter Notebooks (https://jupyter.org/),

una potente herramienta de visualización dinámica de resultados en unos ficheros

especializados para ello, los notebooks; sin embargo, resulta complicada de utilizar para

personas que no tienen un perfil técnico enfocado a la programación, hecho que la

descartó también para nuestro caso de uso, en la que queríamos implementar una

RGT que fuera sencilla y clara de utilizar.

https://loinc.org/53037-8/
http://www.hl7.org/fhir/uv/genomics-reporting/history.html
https://www.pdflabs.com/tools/pdftk-the-pdf-toolkit/
https://www.pdflabs.com/tools/pdftk-the-pdf-toolkit/
https://jupyter.org/
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5.3 VALIDACIÓN CLÍNICA DEL VPMS Y LA RGT

El objetivo planteado inicialmente de validar en un entorno clínico el VPMS y la RGT

se diseñó pensando en dos fases de desarrollo:

• En la primera fase, la intención era diseñar una prueba piloto de un producto

mínimo viable en la que se usaran datos de variantes genéticas previamente va-

lidadas por los colaboradores, para integrar las herramientas en su rutina clínica

y observar si los datos generados eran consistentes con la validación, y evaluar

la experiencia de los analistas clínicos respecto a la mejora de la visualización y

reporte de resultados.

• En la segunda fase, se deseaba probar el mínimo producto viable validado en un

conjunto de muestras nuevas sin variantes validadas previamente, para analizar

el impacto del VPMS y la RGT en el rendimiento diagnóstico de las pruebas

genéticas ejecutadas.

Desafortunadamente, el desarrollo de esta prueba piloto, en colaboración con el

servicio de medicina genética y genómica de un hospital para integrar ambas herra-

mientas en su rutina clínica, no se ha podido llevar a cabo; la aparición de la pandemia

provocada por la COVID-19 a principios de 2020 obligó a los sistemas de salud nacio-

nales y autonómicos a dar máxima prioridad a la realización de pruebas diagnósticas

para esta enfermedad durante meses, hecho que ha imposibilitado la formalización

de un convenio colaborativo debido, en parte, a la dificultad logística para conseguir

el consentimiento informado de pacientes con patologías clínicas.

No obstante, los productos desarrollados se encuentran funcionando actualmente

en producción en la plataforma de la empresa, en la cual los analistas externos validan

clínicamente los resultados NGS obtenidos a partir del VPMS y la RGT (figs. 5.2, 5.3).

Con la paulatina descongestión de los sistemas de salud, se espera poder presentar más

adelante una prueba piloto de integración de los productos en servicios hospitalarios,



5.3. VALIDACIÓN CLÍNICA DEL VPMS Y LA RGT 125

para que evalúen y validen su funcionalidad y utilidad respecto a la optimización de

recursos bioinformáticos e interpretación y reporte de variantes clínicamente relevan-

tes. Esta imposibilidad de realizar uno de los tres objetivos planteados inicialmente

ha provocado una replanificación del trabajo del doctorando, centrándose más en el

diseño de una segunda fase de desarrollo para la RGT y los workflows implicados para

implementar un sistema que permita almacenar los datos de una manera más diná-

mica en una aplicación web, en forma de Records en vez de informes estáticos en

formato PDF (sec. 4.2.4.2).

155

160

165

170

175

180

185

ju
n 2

022

ju
l 2

022

ju
l 2

022

ago 2
022

ago 2
022

se
p 2

022

se
p 2

022

se
p 2

022

N
úm

er
o 

de
 p

an
el

es

Paneles virtuales generados

FIGURA 5.2: Paneles virtuales generados con la herramienta BED Tool del VPMS para un laboratorio
colaborador desde julio a septiembre de 2022, representados por la fecha de creación del Record Prueba.
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FIGURA 5.3: Informes clínicos de resultados generados con la RGT en el pipeline bioinformático de análi-
sis NGS de la empresa desde marzo de 2021 hasta septiembre de 2022, para un laboratorio colaborador,
representados por la fecha de creación del informe validado.
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5.4 IMPLEMENTACIÓN DE LAS HERRAMIENTAS

5.4.1 FLUJO DE DESARROLLO

Los workflows y aplicaciones desarrollados en este proyecto disponen actualmente de

herramientas para realizar su despliegue en BIOMED de manera automatizada. Este

sistema de Continuous Integration and Continuous Delivery o integración y entrega con-

tinuas (CI/CD) ha ido evolucionando con el tiempo; inicialmente, cada aplicación

disponía de su repositorio de código en Bitbucket (sec. 3.1.4), y las nuevas versiones

desarrolladas se desplegaban directamente en el entorno de producción para ser com-

probadas por nuestro equipo antes de ser visibles para el usuario final. Este despliegue

se realizaba de manera manual con un script programado en Bash, que construía la

imagen Docker correspondiente y la subía al AWS ECR privado de la empresa, lista

para ser descargada y ejecutada en los nodos de computación. Sin embargo, no se

trataba de un proceso óptimo, ya que el despliegue de la aplicación dependía de las

condiciones del sistema operativo en el ordenador del desarrollador que ejecutaba el

script, en el que las versiones del software instalado (por ejemplo, de Docker) podía va-

riar, dando lugar a imágenes diferentes dependiendo de quién realizara el despliegue.

La implementación actual permite que el sistema de desarrollo de nuevas aplicaciones

y versiones sea mucho más estable y consistente, utilizando entornos homogéneos pa-

ra generar las imágenes Docker, a la vez que permite recuperar versiones anteriores

en caso de errores inesperados en el despliegue. Adicionalmente, el CI/CD imple-

mentado permite una mejor trazabilidad de las versiones desplegadas con respecto a

los estándares internacionales ISO.

5.4.2 CATEGORIZACIÓN DE VERSIONES

La categorización de versiones en Deprecated, Beta y Latest (sec. 3.1.3.1) ha mejorado

también el sistema de despliegue y fases de pruebas para las versiones pendientes de
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validación y en desarrollo. La implementación anterior, que no disponía de dichas

categorías, no permitía un sistema tan flexible para que los usuarios pudieran probar

las nuevas versiones desarrolladas; de la misma manera, no había un criterio estable-

cido de qué versiones anteriores seguían siendo funcionales, de forma que el usuario

no tenía una forma sencilla de saber si podía seguir utilizando una versión antigua

para reanalizar tareas específicas, o si ésta había dejado de funcionar. Actualmente, la

categoría Beta permite al usuario de la plataforma probar la nueva versión, evaluar

si cumple con sus requisitos y, solo entonces, solicitar modificación a la categoría La-

test para determinar la nueva versión estable de la aplicación correspondiente. De la

misma manera, la categoría Deprecated indica al usuario que esa versión sigue funcio-

nando, pero que en un futuro es posible que pierda su funcionalidad porque ya no

está actualizada e integrada a los cambios continuos que van sufriendo las APIs de

BIOMED, momento en el cual el administrador de su organización puede desacti-

varla desde el panel de control. Esta solución es satisfactoria para todos los actores

involucrados en el desarrollo, despliegue y ejecución de aplicaciones.

5.4.3 BASE DE DATOS DE RECORDS

Inicialmente, la base de datos implementada para el módulo de Records (sec. 3.1.7)

se basó en PostgreSQL, una base de datos relacional. Sin embargo, la continua mo-

nitorización de sus recursos y la integración con los distintos workflows de análisis de

la empresa demostraron que una base de datos relacional no era óptima para traba-

jar con Records, a causa del esfuerzo computacional adicional que supone el hecho

de mapear los objetos y campos de cada Record a las tablas de una base de datos,

definidas en su esquema relacional; en esas condiciones, las peticiones contra la API

de Records se volvían lentas, y en algunos casos devolvían errores al intentar filtrar

por valores de campos específicos de la plantilla, si existían demasiados Records en

la base de datos. Por este motivo se migró todo el sistema a MongoDB, una base de
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datos no relacional, que para nuestro caso de uso resulta en una implementación más

flexible, y que además permite realizar consultas muy específicas sobre parámetros

concretos dentro de un Record, una funcionalidad muy útil para el VPMS. Tener la

base de datos de Records en MongoDB permite actualmente disponer de un sistema

que sí es escalable a las necesidades de la plataforma y que de momento ha soportado

correctamente los centenares de peticiones por segundo que recibe desde las distintas

aplicaciones y workflows ejecutándose en BIOMED.

El diseño y desarrollo de una batería de plantillas de Records que cubran todos

los casos de uso para los análisis realizados en la plataforma ha sido también crucial

a la hora de implementar flujos de trabajo que puedan hacer uso de todo el potencial

de la plataforma en la gestión y obtención de datos de entrada, y el almacenamiento

de datos de salida, para cualquier tipo de análisis soportado actualmente. El uso de

plantillas refuerza la validación de campos en el momento de crear un Record nuevo,

tanto por parte de las aplicaciones como también por parte del usuario de la plata-

forma, que los puede editar desde el módulo de Records. Además, la inclusión de

parámetros nuevos en las plantillas no implica la migración de los Records generados

hasta ese momento, ya que, al ser una base de datos no relacional, la estructura de

cada Record existente sigue siendo válida, y lo único que se actualiza es su interacción

con la API para ver si sigue cumpliendo con los requisitos de la plantilla; sin embargo,

la modificación de la tipología de un campo existente en la plantilla sí que implica

tener que recurrir a operaciones en la base de datos para asegurar una consistencia en-

tre los Records antiguos y los nuevos para, por ejemplo, evitar que un mismo campo

pueda ser numérico en un Record antiguo y de texto en Records nuevos. Disponer de

plantillas de Records en formato JSON también permite su versionado en la platafor-

ma y la gestión de cambios a través de git y Bitbucket, de manera que una plantilla

puede ir evolucionando con el tiempo acorde a las nuevas especificaciones diseñadas

sin perder información contextual de desarrollos anteriores.
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5.4.4 ESTANDARIZACIÓN E INTERCAMBIO DE DATOS

El proceso de análisis y reanálisis de datos NGS lleva consigo una serie de promesas

sobre el futuro que depara al campo de la genómica clínica; un sistema en el que la

información generada por diferentes actores e instituciones sea compartida a nivel

global facilitaría mucho el trabajo de interpretación de las variantes detectadas, espe-

cialmente de aquellas con un origen en enfermedades raras, ya que mejoraría mucho

el tiempo de respuesta clínico y, por ende, implicaría también una mejora en la salud

del paciente o pacientes involucrados, al reducir la odisea diagnóstica (sec. 1.4.1).

Para que este escenario sea posible, la información biomédica que circula entre

sistemas (federados o centralizados) debe ser estandarizada a una nomenclatura y es-

tructura que sea interoperable e interpretable por cualquier institución que quiera

hacer uso de ella. Actualmente, este sistema universal no existe, aunque como se ha

observado en la introducción, sí que existen diversos esfuerzos colectivos y públicos

avanzando con ese objetivo (sec. 1.5.3). El uso de ficheros que permitan el intercam-

bio de datos clínicos de manera estándar, como es el caso del formato HL7, facilita

mucho esta colaboración; es un formato aún en constante evolución, implementado

ya actualmente en entornos clínicos. No obstante, estos ficheros llevan consigo datos

de salud en los que la nomenclatura y escala utilizada es aún específica de cada la-

boratorio, es decir, que no usan identificadores universales únicos; este hecho puede

generar problemas cuando se desea realizar una integración de datos de diferentes

laboratorios en una única plataforma, como ha sido el caso del presente proyecto.

La adopción de la nomenclatura LOINC reduciría estos obstáculos de integración

de los datos obtenidos de diferentes laboratorios (Huff et al., 1998; Bodenreider, Cor-

net y Vreeman, 2018); en este sentido, se está desarrollando en la empresa una API

destinada a la gestión del sistema LOINC, que normalice los valores analíticos me-

diante un código estandarizado que permita la integración e interoperabilidad de los

datos de diferentes proveedores. Esta API se ha diseñado con el motor Flask, imple-
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mentado en Python (https://palletsprojects.com/p/flask/), para desplegar un servicio

interno que permita a los workflows de BIOMED realizar peticiones para conseguir

códigos LOINC a partir de los códigos internos de cada laboratorio colaborador, y

realizar posteriormente la conversión de valores biomédicos para su estandarización;

todo esto se almacenará en la base de datos de Records (por ejemplo, en la de Biovalues)

para centralizar la información. Para que sea posible, los laboratorios colaboradores

deberán reportar el código interno para cada valor de bioquímica analizado en el cam-

po correspondiente del fichero HL7; actualmente, esto no siempre es así, hecho que

dificulta su implementación.

Un sistema de intercambio de datos estandarizados mejoraría mucho las perspec-

tivas de diagnóstico genético, ya que promovería el desarrollo de una extensa red

de conocimientos globalizada y accesible. Herramientas como ClinVar o PanelApp

ya van dirigidas con esa finalidad (secs. 1.3.1.3, 1.4.4); las bases de datos clínicas,

especialmente las públicas, deben recibir e incorporar los nuevos descubrimientos re-

portados de manera constante, y los laboratorios deben tener políticas que promuevan

el intercambio de datos con estas plataformas. El intercambio de datos genotípicos y

fenotípicos fomentará así la recopilación de una masa crítica de pruebas clínicas que

respalden las supuestas variantes de una enfermedad.

https://palletsprojects.com/p/flask/
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A continuación se detallan las conclusiones del presente proyecto de tesis doctoral:

1. El análisis genómico conlleva el procesamiento bioinformático de grandes vo-

lúmenes de datos que necesitan estar debidamente estructurados para poder

implementar procesos automatizados que faciliten su interpretación posterior

por parte del profesional clínico.

2. La integración de los datos involucrados en todo el proceso, desde la extracción

de muestras en el laboratorio hasta la interpretación de los datos y el informe de

resultados, es vital para agilizar la entrega de resultados a médicos y pacientes y

poner así fin a la odisea diagnóstica.

3. La interoperabilidad de los datos generados es importante para optimizar la

transferencia y el procesamiento de datos entre instituciones.

4. El reanálisis de datos genómicos mediante el uso de paneles virtuales de genes

permite a los laboratorios e instituciones involucradas ser más coste-eficientes,

además de incrementar la tasa diagnóstica de las pruebas realizadas.

5. El VPMS y la RGT facilitan la automatización y la implementación de los aná-

lisis genómicos en la rutina clínica, y su traducción en un informe de resultados

relevantes y accionables para la salud del paciente.
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6. El VPMS y la RGT facilitan el reanálisis de datos en la plataforma BIOMED a

muy bajo coste y de manera segura.

7. La RGT facilita la generación automatizada de resultados accionables a partir de

datos ómicos, como los obtenidos del genoma y el metaboloma de una persona.

8. El uso de tecnologías móviles permite la visualización dinámica de los resulta-

dos en un formato mucho más accesible que el formato PDF, empoderando al

usuario propietario de los datos.
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