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RESUMEN

Objetivos: Se realizo el presente trabajo de investigacion con el objetivo general de analizar
las epidemiologia molecular y evolutiva del SARS-CoV-2 en Nicaragua desde marzo 2020

hasta septiembre 2022 mediante técnicas de secuenciacién genomica.

Material y métodos: Se realizd un estudio con el objetivo de analizar la epidemiologia
molecular y evolutiva del SARS-CoV-2 en Nicaragua entre marzo 2020 y septiembre 2022.
Se secuenciaron 1069 muestras de pacientes con COVID 19 de todo el territorio Nacional
mediante las tecnologias de Illumina y Oxford Nanopore Technologies. Se realizaron analisis
descriptivos y modelos de regresion logistica para determinar asociaciones entre las

caracteristicas del virus y el riesgo de hospitalizacion.

Resultados: Las variantes identificadas mas frecuente fueron Omicron, Delta (21.32%) y
19B (21.2%), Las variantes menos comunes fueron 21C (Epsilon) y 21H (Mu)). Se
identificaron mutaciones en las regiones ORFs y S del genoma del SARS CoV-2, incluso la
mutacién S:D614G. Se encontraron diferencias significativas en la edad de las personas
infectadas con las distintas variantes del SARS CoV 2. Al determinar asociaciones, se
encontrd una asociacion negativa entre el aumento de la edad y el riesgo de ser infectado con
la variante 19B. También se encontrd una asociacién positiva entre el aumento de la edad y
el riesgo de ser infectado con las variantes 20B y Delta.

Conclusiones: Se identificaron Diferentes variantes circulando en diferentes periodos en
Nicaragua. Se identificaron mutaciones de importancia epidemioldgica, especialmente la
mutacion S:D614G. La edad fué un factor predisponente para el riesgo de infeccion de ciertas

variantes. El riesgo de hospitalizacion aumentd por la infeccion de ciertas variantes.

Palabras clave: SARS CoV-2, COVID-19, secuenciacion, RT-PCR,
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I. INTRODUCCION

En diciembre del 2019, China reportaba los primeros casos de una curiosa enfermedad
respiratoria asociada a un coronavirus desde un mercado de mariscos y animales salvajes en
un mercado de la ciudad de Wuhan (Wu et al., 2020). Esta enfermedad se propag0
rapidamente por el mundo provocando millones de contagios y muertes. La secuenciacion
gendmica permitié la identificacion del SARS-CoV-2 pocas semanas después del primer
brote, algo que tradicionalmente tomaba meses (Alvarez-Diaz et al., 2020)

El 18 de marzo del 2020, en Nicaragua, el Ministerio de Salud (MINSA) reporté el primer
caso confirmado por laboratorio de infeccion por el SARS CoV 2, y después de este
momento, el SARS CoV 2 se propagd por todo el pais. En plena era gendémica, el estudio
genético y evolutivo del SARS CoV 2 se volvid una necesidad, paises como Reino Unido,
Estados Unidos, Brasil, Sudafrica, entre otros, estaban a la vanguardia al inicio de la

pandemia y con el paso del tiempo otros paises implementaron técnicas de secuenciacion.

Hasta septiembre del 2022 se han reportado a nivel global al menos 8 olas masivas de
contagio provocados por los cambios evolutivos del SARS CoV 2. Gracias a las nuevas
tecnologias se ha logrado combinar la gendmica con la epidemiologia de las enfermedades
infecciosas, permitiendo llegar a escudrifiar caracteristicas moleculares del SARS CoV 2 que
son de importancia epidemiolégica. El estudio de los cambios moleculares es necesario para
estimar el curso de las pandemias y epidemias, aplicar medidas de control, establecer

asociaciones con los cambios evolutivos de los virus, seleccionar vacunas mas eficaces, etc.

En Nicaragua se realiza el estudio molecular de las enfermedades infecciosas mediante
Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) desde la década de los 90s y esta tecnologia se
ha ido modernizando poco a poco, sin embargo, hasta el 2020 la tecnologia de secuenciacion
no habia sido implementada en el pais y se hacia cada vez mas necesario el estudio genético
y evolutivo de los microorganismos, principalmente el SARS COV 2. Basado en esto, la
presente investigacion busca analizar la epidemiologia molecular y evolutiva del SARS CoV
2 en Nicaragua durante el periodo marzo 2020 - septiembre 2022.


https://www.zotero.org/google-docs/?VzazxP
https://www.zotero.org/google-docs/?57WWlc

II.  ANTECEDENTES

Okoh et al., (2022) Sudéfrica, en 2022, publicé una investigacion que busco describir la
epidemiologia y la diversidad genética de los linajes evolutivos de SARS-CoV-2 que
circularon en Africa hasta momento de su investigacion, analizando 5229 genomas
completos recolectados en 33 paises africanos de la base de datos GISAID. Casi una quinta
parte (144/782, 18,4%) de los linajes Pango que se encuentran en todo el mundo circularon
en Africa desde 2020, con cinco linajes diferentes dominando a lo largo del tiempo: B.1,
B.1.1,B.1.5,B.1.351 y B.1.1.206.

Mishra et al. (2021), durante el periodo del 31 de enero al 15 de mayo de 2021, en Inglaterra,
buscé analizar las caracteristicas epidemioldgicas de los linajes del SARS CoV diferentes al
B.1.1.7 (Alpha). Se utiliz6 un método de vigilancia molecular y gendmica para identificar las
caracteristicas moleculares del SARS CoV 2. Se encontrd en este periodo un aumento
diversos linajes a causa de la importaciéon y transmisién comunitaria. Hubo un estilo de
competencia entre estos linajes resultando el B.1.617.2 (Delta) el linaje dominante en Abril

y Mayo, con una considerable tasa de transmisién comunitaria

Molina-Mora et al. (2021), Costa Rica, en agosto del 2021, realiz6 un estudio de tipo
descriptivo que busca analizar la variabilidad genética del SARS CoV 2 mediante vigilancia
gendmica. Se analizaron 185 secuencias nucleotidicas, 52 desde el inicio de la pandemia y
133 del pico epidemioldgico del segundo trimestre del 2021. Las variantes B.1 y B.1.1
predominaron en este periodo. En total se identificaron 283 variaciones nucleotidicas. La
mutacion T11171 de la proteina S increment6 durante la Ultima ola analizada desde mayo de
2020 (Molina-Mora et al., 2021).

Tamim et al. (2021), Reino Unido, en Octubre del 2021, public6 una investigacion en donde
se utilizéd la capacidad adquirida de secuenciacion mediante la tecnologia de Oxford
Nanopore Technologies (ONT) para implementar una vigilancia genémica en Pakistan.
Mediante esta técnica de secuenciacion se identificaron mdltiples linajes co-circulando
durante el pico de la segunda ola de contagios. (Nov 2020 - Feb 2021) con virus
originalmente trazados en Estados Unidos, Reino Unido, Arabia Saudita y Singapur. Los
linajes identificados fueron: B.1.1.250, B.1.261 B.1y B.6.


https://www.zotero.org/google-docs/?EdS2ND
https://www.zotero.org/google-docs/?97Q2j4
https://www.zotero.org/google-docs/?4xjWb8
https://www.zotero.org/google-docs/?kbYbBX
https://www.zotero.org/google-docs/?0mk7yc

Castafieda et al., (2021), Colombia, en el 2021, publicé una investigacién en la que se
planteaba como objetivo describir la evolucion y epidemiologia de SARS Cov 2 un afio
después del inicio de la pandemia en el pais. Se describi6 la dinamica de la incidencia del
SARS CoV 2 durante el tiempo, asi como la dindmica de los cambios moleculares y la
evolucion de los linajes que circularon desde el inicio de la pandemia. Se encontré que
durante el primer afio de la pandemia circularon 52 linajes evolutivos del SARS CoV 2y se

detectaron 774 mutaciones en estos linajes.


https://www.zotero.org/google-docs/?eJfU0h

I1l.  JUSTIFICACION

La pandemia provocada por el SARS CoV 2 ha causado millones de infecciones y muertes.
Durante la pandemia, se han desarrollado una serie de herramientas bioinformaticas que
permiten potenciar el estudio molecular y evolutivo del SARS CoV 2. Describir el escenario
evolutivo es de vital importancia, esto aporta a la comprension de la situacion epidemiologica

y ayuda a formular ideas y estrategias para futuras olas de contagio.

En Nicaragua, hasta el 2020, no se contaba con tecnologias que permiten realizar analisis
moleculares, evolutivos y filogenéticos de microorganismos, aportando negativamente a la
epidemiologia del pais. Es importante conocer el momento en que se introducen los nuevos
linajes y cuales son las caracteristicas moleculares de los mismos. EI SARS CoV 2 seguira
su dinamica evolutiva, vigilar sus cambios permitira inferir el curso epidemiolégico de la

pandemia en el pais una vez emergen nuevas variantes.

La presente investigacion busca analizar el curso de la pandemia en Nicaragua desde el punto
de vista viral, caracterizando el genoma del SARS CoV 2 y describiendo su dinamica
evolutiva. Esta investigacion se realiza en primera instancia porque en el pais no se han
realizado estudios que analicen la epidemiologia molecular de este virus por la carencia de
tecnologias de secuenciacion. De manera indirecta, se resalta la importancia de implementar
estudios moleculares y evolutivos de microorganismos infecciosos en las pandemias y
epidemias. Los resultados de esta investigacion seran relevantes para estudiantes de areas de
la salud, personal de salud, epidemidlogos, salubristas y tomadores decisiones al aportar
informacidn que permite construir un panorama claro del curso de la pandemia y exponer las
caracteristicas moleculares del SARS CoV 2, ademas, los resultados de esta investigacion
pueden dar una pauta para la formulacion de estrategias que permitan sobrellevar de mejor

manera los efectos de cada brote.

Por lo anterior, se presenta esta investigacion con el objetivo de analizar la epidemiologia
molecular y evolutiva del SARS CoV 2 en Nicaragua durante el periodo Marzo 2020 -
Septiembre 2022.

10



IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los virus ARN poseen una tasa de mutacion considerablemente alta. EI SARS CoV 2 es un
virus ARN con una serie de proteinas no estructurales que tienden a mutar con el tiempo,
convirtiendo al SARS CoV 2 en un virus con una tasa de mutacion alta, estas caracteristicas
sugieren vigilar los cambios en el genoma del SARS CoV 2. Los paises que tenian la
capacidad de secuenciacion al inicio de la pandemia, lograron realizar andlisis para evaluar
la evolucion del virus, ademas, hacian publicas sus secuencias y resultados, mejorando de

esta manera la capacidad de combatir la pandemia infiriendo las nuevas olas de contagio.

Nicaragua, no posee una tradicion en la implementacion de estudios gendmicos virales en
manejo de las epidemias, el estudio, monitoreo y control de los brotes se realiza haciendo
usos de las herramientas de la epidemiologia clasica. En el 2021, Nicaragua implemento con
éxito un sistema de secuenciacion gendmica y analisis bioinformatico, pero de la mano de
este paso surge la necesidad de generar, a partir de la secuenciacién, informacion para
investigar la epidemiologia molecular y dinamica evolutiva del virus causante de la COVID

19. En base a este planteamiento se hace la siguiente pregunta de investigacion:

¢Como es la epidemiologia molecular y evolutiva del SARS CoV 2 en Nicaragua durante el
periodo Marzo 2020 - Septiembre 2022?

Ademas se realizan las siguientes preguntas directrices:

1. ¢Cuales son las caracteristicas genéticas, evolutivas y moleculares de los linajes del
SARS CoV 2 en secuencias nucleotidicas y aminoacidicas?

2. ¢Como es el comportamiento de las variantes del SARS CoV 2 en Nicaragua durante
el periodo Marzo 2020 a Septiembre 20227

3. ¢Como es la distribucion espacial del SARS CoV 2 y sus linajes evolutivos en
Nicaragua?

4. ¢(Como se relacionan las variantes del SARS CoV 2 con las caracteristicas

demogréficas de las personas a quienes se les tomd muestra para secuenciacion?

11



V. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la epidemiologia molecular y evolutiva del SARS CoV 2 en Nicaragua durante
el periodo Marzo 2020 - Septiembre 2022

Objetivos especificos

1. Describir caracteristicas evolutivas, genéticas y moleculares de los linajes del SARS
CoV 2 basado secuencias nucleotidicas y aminoacidicas.

2. Conocer el comportamiento de las variantes del SARS CoV 2 en Nicaragua durante
el tiempo

3. Identificar la distribucion espacial del SARS CoV 2y sus linajes evolutivos.

4. Estimar la asociaciéon entre las variantes del SARS CoV 2 y las caracteristicas

demograficas de las personas a quienes se les tomd una muestra para secuenciacion.

12



VI.  MARCO TEORICO
1.  Conceptos generales en el estudio de la evolucion viral
1.1.  Replicacion viral

Los virus son organismos, mayoritariamente patégenos, intracelulares obligatorios, que no
poseen ningln mecanismo para replicarse por si mismos. Siempre necesitan de los
mecanismos celulares y metabodlicos de su huésped para poder replicarse (Goulding, 2013).
Dentro de la diversidad viral, existen diferentes mecanismos de replicacion que van en
dependencia de caracteristicas estructurales de cada virus, sin embargo, Goulding (2013)

afirma que la replicacion viral puede explicarse en seis pasos basicos:

- Union: Cuando un virus logra infectar a un huesped las proteinas virales de la capside
o de la envoltura lipidica interaccionan con los receptores especificos de la superficie

de la célula hospedadora, permitiéndo unirse a ella.

- Penetracion: Cuando la particula viral se une al receptor celular se pueden inducir
cambios conformacionales en las proteinas de la capside o en la cubierta lipidica, lo

que resulta en la fusion de las membranas viricas y celular.

- Eliminacion de la capside. La capsida es eliminada y degradada por enzimas virales

0 del hospedador, liberando el genoma del virus.

- Replicacion. Una vez el virus alcanza el nucleo celular, el genoma viral se replica y

puede ser transcrito o traducido, para realizar sintesis de proteinas.

- Ensamblaje. Las proteinas del virus son empaquetadas junto con los nuevos genomas

para originar viriones que estaran listos para dejar la célula infectada.

- Liberacion de viriones. Existen dos métodos de liberacion viral: lisis 0 gemacion.
La primera resulta en la muerte de la célula infectada para dar salida a los nuevos
viriones. En la segunda los virus salen lentamente adquiriendo su membrana limpida

de la membrana de la célula infectada.

1.2.  Variabilidad genética viral
13
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Los virus ARN poseen una tasa de mutacion alta en comparacion a los virus ADN. Esto hace
que los mecanismos para la variabilidad genética sean explotados por los virus ampliamente
para su supervivencia. La variabilidad genética hace referencia a la diversidad de variantes
que pueden existir en los virus cuando estos van cambiando en el tiempo. Existen familias
de virus que poseen una variabilidad genética alta, como el virus de la influenza, que afio tras

afio se diversifica, provocando brotes o epidemias estacionales.

La diversidad o variabilidad genética es una caracteristica esencial en las poblaciones virales
con ARN como genoma, propiciando que estas especies evolucionen en un entorno en
constante cambio con presiones de seleccion cambiantes. Los virus tienen capacidades
evolutivas extremas que les han permitido adaptarse para parasitar a todos los grupos
conocidos de organismos y, en muchos casos, adaptarse rapidamente a numerosas especies
huésped dentro de un reino (Schneider & Roossinck, 2001). Los mecanismos que provocan
variabilidad genética en los virus se pueden clasificar en: mutacidn, delecion y

reordenamiento.
1.3.  Mutaciones

Una mutacion viral es un cambio que existe en el genoma de los virus a causa de la
diversificacion del mismo. Por lo general, las mutaciones se dan por errores en la produccién
de nuevos virus en la célula humana. La mutacién es el mecanismo mas relevante para la
generacion de diversidad genética y es la fuente de poder principal para la evolucion de
cualquier organismo. En los virus ARN existe carencia de la falta de actividad exonucleasa
3°-5” correctora de errores de las ARN polimerasas ARN dependientes(Sanjuan et al., 2010).
Esta carencia lleva a una tasa de error del orden de 10~3 a 107> sustituciones por nucleétido
copiado, mientras que las tasas que presentan las ADN polimerasas se estiman en el orden
de 1078 a 1011 (Vignuzzi et al., 2005)

Estas elevadas tasas de mutacion conducen a la generacion de un gran numero de variantes
virales en el transcurso de una infeccion. Muchos de estos cambios son sindGnimos (también
conocido como mutaciones), por lo que no presentan impacto directo a nivel de la secuencia
aminoacidica. Sin embargo, estas mutaciones pueden afectar la estructura secundaria del

ARN viral. (Le Guillou-Guillemette et al., 2007)
14
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Deleciones: Una delecidn no es mas que un tipo de mutacion genética en la cual se pierde
material genético del genoma viral, desde un solo par de nucleétidos de ADN hasta todo un
fragmento de cromosoma. Es un proceso completamente contrario a las mutaciones por

sustitucion, pero que al igual, provocan importantes tasas de error.
1.4.  Laepidemiologia molecular y genémica

Epidemiologia genomica y epidemiologia molecular son dos términos muy utilizados en las
ultimas dos décadas y mas aun durante los ultimos dos afios en el contexto de la pandemia
por la COVID 19. Ambos términos estan relacionados pero a la vez poseen cada uno su
propia definicion. En el primero de los casos, basandose en la definicion de la Asociacion
Internacional de Epidemiologia, la epidemiologia molecular se puede conceptualizarse como
la aplicacion de principios epidemioldgicos para estudiar los mecanismos moleculares,
bioquimicos, celulares y genéticos que subyacen a la fisiopatologia, etiologia y prevencion
de enfermedades humanas y sus consecuencias, asi como su deteccién temprana , tratamiento
0 pronostico (Porta, 2008; Rodriguez-Morales et al., 2020). La epidemiologia molecular

estudia los componentes moleculares en general influyen en aspectos epidemiologicos.

Por su parte la epidemiologia genomica (o también epidemiologia evolutiva), segun la
definicion de los centros de control de enfermedades de los Estados Unidos, se define como
el uso de datos gendmicos de patogenos para determinar la distribucion y propagacion de una
enfermedad infecciosa en una poblacién especifica y la aplicacion de esta informacion para

controlar problemas de salud.

Por lo tanto, en el contexto de la pandemia de COVID 19, la epidemiologia molecular y
gendmica o evolutiva hace referencia al estudio de las caracteristicas moleculares del SARS
CoV 2 (como las proteinas que lo conforman) y los cambios que acumula el virus en su
genoma a lo en el transcurso del tiempo que dicta su evolucion y como estos elementos

influyen en el curso de la pandemia y en la salud de la poblacion.

2. Generalidades de la secuenciacion Gendmica

El término “secuenciacion gendomica” se refiere a una serie de procedimientos utilizados para

determinar el orden o la secuencia de los nucleétidos en cada uno de los genes presentes en
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el genoma del virus. Los nucledtidos son moléculas organicas que forman el bloque
estructural de los &cidos nucleicos, como ARN o ADN (Citosina, Adenina, Guanina, Timina)
(Indu et al., 2014)

El ADN o ARN viral contiene las instrucciones para la sintesis de las proteinas que
conforman al virus, conocer estas instrucciones es Util para identificar los cambios en los

virus y las consecuencias de estos cambios a nivel epidemiologico.
2.1.  Antecedentes de la secuenciacion genémica

Watson y Crick descubrieron la estructura tridimensional de ADN en 1953, lo que contribuyd
a una introduccion tedrica tanto para la replicacion del ADN como para la codificacion de
proteinas en acidos nucleicos. Sin embargo, la capacidad de "leer" o secuenciar el ADN no
se desarroll6 durante algin tiempo. (Heather & Chain, 2016)

En 1965 Robert Holley y colegas fueron capaces de producir la primera secuencia completa
de &cido nucleico, la de ARNt de alanina de Saccharomyces cerevisiae (Holley et al., 1965).
Paralelamente, Fred Sanger y sus colegas desarrollaron una técnica relacionada basada en la

deteccion de fragmentos producidos en una PCR marcados radiactivamente.

Fue también mediante el uso de este método de fraccionamiento 2-D que el laboratorio de
Walter Fiers fue capaz de producir la primera secuencia completa del gen codificador de
proteinas en 1972, el de la proteina de la cubierta del bacteri6fago MS2 (Jou et al., 1972),

seguido de cuatro afios mas tarde por su genoma completo (Fiers et al., 1976).

Después de estos eventos se lograron realizar experimentos que mejoraron la técnica, se
desarrollaron secuenciadores, se secuenciaron genes de otros microorganismos y hasta se
realizaron experimentos para secuenciar genes humanos (Ansorge et al., 1986, 1987;
Chidgeavadze et al., 1984, p. 3; Prober et al., 1987; Smith et al., 1985), sin embargo fue hasta
en el 2003 que la tecnologia de secuenciacion Sanger dié un salto importante, al finalizar con
éxito el proyecto del genoma humano, con la secuenciacion completa de un genoma humano
(despues de 13 afios de investigacion). Los costos de este proyecto ascendieron hasta los
2,700 millones de dolares. (National Human Genome Research Institute, n.d.)
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2.2.  Secuenciacién de nueva Generacion (NGS)

Desde que se documentd por primera vez, la tecnologia de secuenciacidén Sanger ha sido la
prueba estdndar para la secuenciacion del ADN y la identificacion de variantes. Su precision
y relativamente sencillo analisis de datos permitieron su uso en el diagnostico de
enfermedades monogénicas y analisis de genomas microbioldgicos; sin embargo, su alto
costo limita el uso de esta tecnologia, ademéas en enfermedades o genomas que poseen
heterogeneidad genética, donde se requiere la secuenciacion de multiples genes, el proceso

de secuenciacion se hace largo y tedioso. (Md. et al., 2015)

En 2008, se secuenci6 un genoma humano durante un periodo de 5 meses por
aproximadamente 1,5 millones de dolares, mucho mas rapido y menos costoso que la
secuenciacion del proyecto del Genoma humano, que llevé 13 afios. Este logro inicio el
desarrollo y evolucion de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS, por
sus siglas en inglés. (Voelkerding et al., 2009)

La secuenciacion de nueva generaciéon (NGS) son un grupo de tecnologias desarrolladas para
la secuenciacion de gran cantidad de segmentos de ADN de forma masiva y en paralelo, en

menor cantidad de tiempo y a un menor costo por base (Lander, 2011).

La secuenciacion de nueva generacion consiste en secuenciar miles de segmentos cortos de
una region de un genoma, o de un genoma completo en algunos casos de manera paralela, y
finalmente ensamblar todos los segmentos mediante mecanismo bioinformaticos y de esta

manera acceder a la region del genoma o genoma secuenciado
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Figura 1: Cobertura y profundidad en la secuenciacion de nueva generacién.(Rubio et al.,
2020)

En la NGS, la cobertura se refiere al porcentaje de bases del genoma de referencia que estan
siendo secuenciadas una cantidad determinada de veces , por su parte la profundidad se
refiere al nimero de segmentos que pueden secuenciarse de una misma region especifica del

genoma. (Ver figura 1)
2.3.  Tecnologia de secuenciacion illumina

La tecnologia de secuenciacion illumina es una tecnologia de secuenciacion de nueva

generacion que se caracteriza por la ejecucion de los siguientes procesos:

a. Amplificacion de fragmentos de ADN para la generacion de un claster (colonias del

mismo fragmento) se realiza mediante el método de PCR en puente.

b. La deteccion de bases nitrogenadas en la secuenciacion mediante -etiquetas

fluorescentes.
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Figura 2: Esquema de la secuenciacion con tecnologia illumina. (Ball & Pinedo-Donelli,
2020)

Generacion del cluster en la secuenciacion illumina

Los fragmentos de ADN se colocan sobre una superficie solida de vidrio separada por
carriles. Cada carril estd completamente recubierto por oligonucleétidos complementarios a
los adaptadores de cada fragmento que se va a secuenciar, por lo que permiten que cada
fragmento se pueda anclar a la celda de flujo. Una vez anclados los segmentos, la polimerasa
inicia el proceso de copia en la hebra de ADN y genera una hebra reversa complementaria.
La hebra original es entonces retirada;, mientras que la hebra reversa, a través de una
secuencia terminal, se pliega y se ancla a su respectiva secuencia complementaria de
oligonucleodtido, y asi queda en forma de puente. Posteriormente, la polimerasa genera una
hebra complementaria idéntica a la original, que resulta en dos hebras clonadas del segmento

inicial. Este proceso se repite masivamente hasta formar millones de copias de cada
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fragmento
Secuenciacion

Una vez concluido el proceso de clonacidn, se retiran todas las hebras reversas y quedan
Unicamente las hebras idénticas a las originales. En este punto, en la placa se introducen
nucleétidos modificados con etiquetas fluorescentes especificas para cada tipo. Los
nucleotidos utilizados presentan una modificacion quimica (terminadores reversibles) que
evita la uniéon de mas de un nucle6tido marcado en cada sitio de reaccion, de tal manera que
se puede ubicar el que corresponde a cada punto en la secuencia y se disminuye el riesgo de
errores en la secuenciacion. Cada vez que una base se adhiere emite una fluorescencia propia
que permite su identificacion. La etiqueta debe ser removida antes de la colocacién del
siguiente nucle6tido para evitar que dos bases emitan sefial a la vez. Al finalizar la primera
lectura, el fragmento resultante es retirado. Este paso se repite simultdneamente con todas las
hebras del mismo cluster de forma paralela hasta completar la secuenciacion (Goodwin et
al., 2016; Morozova & Marra, 2008; Rubio et al., 2020).

2.4. Tecnologia de Oxford Nanopore (ONT)

La tecnologia de Oxford Nanopore se basa en el uso de unas moléculas llamadas nanoporos.
Los nanoporos fueron propuestos por primera vez en 1996 por David Deamer y Daniel
Branton (Kasianowicz et al., 1996). Estos autores propusieron gue un campo eléctrico puede
impulsar moléculas de ADN y ARN monocatenario a traves de un canal ionico de 2,6 nm de
didmetro en una membrana de bicapa lipidica y que la hebra de ADN puede interrumpir
parcialmente la la corriente eléctrica al pasar por el canal. Estos canales son los hanoporos

propuestos para un tipo de secuenciacion.

No fue hasta el 2014 que la empresa Oxford Nanopore Technologies ONT, desarrollé la
técnica de secuenciacién utilizando los nanoporos propuestos por David Deamer y Daniel
Branton en 1996, desarrollando esta tecnologia a nivel comercial por primera vez (Infante et
al., 2020).

La Tecnologia de secuenciacion de oxford nanopore consiste en hacer pasar una de las hebras
del ADN a través del poro de una proteina sintética con un diametro interior de 1 nanémetro.
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Esta proteina est4 colocada en una membrana de polimero resistente a la electricidad. Cuando
el ADN pasa a través del poro se crea una alteracion caracteristica en la corriente eléctrica

que permite identificar la secuencia de nucleotidos. (Laver et al., 2015)

La secuenciacion de ADN por nanoporos alcanza una exactitud superior al 99.99% en
secuencias consenso, a pesar de tener una tasa de error superior a otras plataformas de

secuenciacion mas establecidas (Oxford Nanopore Technolgies, 2020)
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Figura 3: Principio de la tecnologia de secuenciaciéon ONT. (Wang et al., 2021)

Una celda de flujo MinlON (o flowcell) contiene 512 canales con 4 nanoporos en cada canal,
para un total de 2048 nanoporos utilizados para secuenciar ADN o ARN. Estos canales se
insertan en una membrana de polimero resistente a la electricidad soportada por una serie de
microandamios conectados a un chip sensor. Cada canal se asocia con un electrodo separado
en el chip del sensor y es controlado y medido individualmente por el circuito de integracién
especifico de la aplicacion (ASIC). La corriente idnica pasa a través del nanoporo porque se
aplica un voltaje constante a través de la membrana, donde el lado trans esta cargado
positivamente. Bajo el control de una proteina motora, una molécula de ADN de doble
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cadena (dsDNA) (o un duplex hibrido de ARN-ADN) se desenrolla primero, luego el ADN
de una sola cadena o el ARN con carga negativa se mueve a traves del nanoporo, impulsado
por el voltaje. A medida que los nucleétidos pasan a traves del nanoporo, se mide un cambio
de corriente caracteristico y se usa para determinar el tipo de nucleétido correspondiente a

~450 bases por segundo (Wang et al., 2021).
2.5. Métodos bioinformaticos en la secuenciacion Gendmica

La bioinformatica se ha convertido en una de las ramas de las ciencias que mas protagonismo
ha tenido en los ultimos dos afios, pues esta siendo ampliamente utilizada para realizar la
epidemiologia gendmica del SARS CoV. La bioinformatica es una disciplina que se encarga
de procesar grandes cantidades datos de origen bioldgico mediante técnicas informaticas. En
la genOdmica, se encarga de procesar los datos crudos que resultan de los secuenciadores
después de los procesos de amplificacion y secuenciacion de genomas, ademas de analizar

los genomas en busca de cambios genéticos en alguna region de interés.
Alineamiento de genomas

Es una técnica en bioinformatica que se utiliza para comparar dos 0 mas genomas y busca
representar y comparar dos o mas secuencias o cadenas de ADN, ARN, o estructuras
primarias proteicas para resaltar sus zonas de similitud, que podrian indicar relaciones
funcionales o evolutivas entre los genes o proteinas consultados. Las secuencias alineadas se
escriben con las letras (representando aminoacidos o nucleétidos) en filas de una matriz en
las que, si es necesario, se insertan espacios para que las zonas con idéntica o similar

estructura se alineen.
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Figura 4: Representacion de un alineamiento de genomas, partiendo de una regién en comin

entre tres genomas (hudsonalpha Institute for Biotechnology, 2021).
Ensamblaje de genomas

En la secuenciacion de nueva generacion (NGS) se generan miles de lecturas de una misma
region del genoma a lo largo del mismo, es decir a lo largo de todo un genoma miles de

fragmentos de secuencias . Estos miles de fragmentos requieren ser ordenados

ATGTTCCGATTAGGAAL

Figura 5: Representacion de ensamblaje de genomas (hudsonalpha Institute for

Biotechnology, 2021).
23


https://www.zotero.org/google-docs/?6VDlHj
https://www.zotero.org/google-docs/?9FhjYJ
https://www.zotero.org/google-docs/?9FhjYJ

El ensamblaje del genoma parte de una secuencia de referencia, una vez realizada una
secuenciacion de tipo NGS, cada uno de los fragmentos de secuencia generados se alinea a
la region correspondiente al genoma de referencia, para finalmente formar una secuencia
consenso. Entre mayor sea el niUmero de fragmentos cortos, mayor serd la calidad de la

secuencia consenso.

Los softwares usados para el ensamblaje de genomas por lo general son incluidos con los
secuenciadores adquiridos de manera comercial, sin embargo existen softwares de libre

acceso como minimap, miniasm, ngsShoRT.
Anaélisis de mutaciones

Consiste en realizar el analisis de una 0 mas secuencias en la busqueda de cambios en el
genoma. Existen softwares que permiten visualizar los genomas. Con estos softwares se logra
revisar todo un genoma en busqueda de algun cambio genético con respecto a un genoma de

referencia.

Cuando las mutaciones son conocidas, es conocida la ubicacién de este en el genoma, de esta
manera los programas permiten ir hasta la ubicacion del genoma y verificar la existencia de
algn cambio o mutacion. Los softwares mas cominmente usados son: MEGA, AliView,
BioEdit y Clustal.

Construccion de arboles filogenéticos

Los arboles filogenéticos son esquemas que buscan sintetizar la informacion de las
descendencias y las cercanias genéticas entre diferentes especies. Charles Darwin fue uno de
los pioneros en la construccidn de arboles filogenéticos y actualmente son parte importante

en el campo de la epidemiologia gendmica molecular.

El patron de ramificacion en un arbol filogeneético refleja como las especies u otros grupos
evolucionaron a partir de una serie de ancestros comunes. En los arboles, dos especies estan
mas relacionadas si tienen un ancestro comdn mas reciente y menos relacionadas si tienen
un ancestro comin menos reciente. Los arboles filogenéticos pueden dibujarse en varios

estilos equivalentes. Rotar un arbol alrededor de sus puntos de ramificacion no cambia la
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informacion que contiene.

Existen varios métodos en la construccion de arboles filogenéticos, todos se basan en
métodos estadisticos para estimar las relaciones entre las especies. Los métodos maés

utilizados son: Maxima parsimonia, Maxima verosimilitud y métodos con enfoques

bayesianos.
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Figura 6: Arbol filogenético radial del historial evolutivo del SARS CoV 2 hasta Marzo 2022
(The Nexstrain Team, 2021)

2.6.  Artic Network en la vigilancia genémica del SARS CoV 2

El proyecto Artic Network surge de una asociacion entre la Universidad de Edimburgo, la
Universidad de Birmingham, la Universidad de Cambridge, KU Leuven, la Universidad de
Oxford, el Centro de Investigacion del Céncer Fred Hutchinson y la Universidad de
California en Los Angeles. El proyecto consiste en crear la capacidad de generacion de
secuencias de manera rapida y portatil implementable en ubicaciones remotas y con recursos
limitados, dirigido a una amplia gama de enfermedades virales emergentes como Ebola,
Influenzay SARS CoV 2). (Artic Network, 2020)
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Para el SARS CoV 2, el proyecto desarroll6 una serie de varios protocolos de bajo costo y
de acceso libre para la secuenciacion del genoma del SARS CoV 2 bajo la tecnologia de
Oxfor Nanopore Technologies y un protocolo para la tecnologia de secuenciacion Ilumina.

Dentro de estas protocolos se incluye un protocolo de PCR para la amplificacion de todo el
genoma del SARS CoV 2, un protocolo de secuenciacion, un protocolo para el procesamiento
bioinformatico de las secuencias crudas, el protocolo bioinformatico incluye una serie de
pipelines para establecer un entorno bioinformético basado en python, el demultiplexado de
secuencias crudas y ensamblaje del genoma para la creacion de una secuencia consenso.
(Artic Network, 2020)

2.7.  Nextstrain y Pangolin

Nextstrain y pangolin son dos plataformas basadas en la web utilizadas en la vigilancia
gendémica del SARS CoV 2, principalmente para asignar una nomenclatura a los linajes
evolutivos del SARS CoV 2. En ambas plataformas se cargan las secuencias nucleotidicas, y
se realiza el andlisis online. Las plataformas brindan los resultados que son descargables para

analisis epidemiologicos.
NextStrain

Nextstrain es un proyecto de cdigo abierto para aprovechar el potencial cientifico y de salud
publica de los datos gendémicos de distintos patégenos. El proyecto brinda una vista
actualizada continuamente de los datos disponibles publicamente junto con potentes
herramientas de andlisis y visualizacion para uso de la comunidad. El objetivo principal es
ayudar a la comprensién epidemiol6gica y mejorar la respuesta a los brotes. (The Nexstrain
Team, 2021)

Nextstrain se encuentra disponible en linea y consta de componentes de conservacion,
analisis y visualizacion de datos a travéz de scripts de Python, los que mantienen una base de
datos de secuencias disponibles y metadatos relacionados, obtenidos de repositorios publicos
como NCBI  (www.ncbi.nlm.nih.gov), GISAID (www.gisaid.org) Yy VIPR
(www.viprbrc.org), asi como repositorios de GitHub y otras fuentes de datos gendmicos.
Nexstrain aprovecha un conjunto de herramientas realiza analisis filodinamicos, incluido el
submuestreo, la alineacion, la inferencia filogenética, la datacion temporal de los nodos
ancestrales y la reconstruccion geografica de rasgos discretos, incluida la inferencia de los
eventos de transmision mas probables. (Hadfield et al., 2018).
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Nextstrain hace uso de una nomenclatura que le da nombre a los diferentes clados que surgen
del SARS CoV 2 (Ver figura 6) y realiza una distribucion mundial de los clados. Esta
informacidn esta disponible a todas las personas de manera publica. La visualizacion de datos
y aplicacion esta disponible a través de nextstrain.org.

La nomenclatura Nexstrain nombra a los clados emergentes con nimeros y letras, segun el
afio, el orden y las caracteristicas del clado, por ejemplo: 20H, 20B, 19A, 21L.

Pangolin

En abril de 2020, Rambaut et al.( 2020), propusieron y desarrollaron un sistema de
nomenclatura dindmica para nombrar y rastrear los linajes de transmision global del SARS-
CoV-2 . Esto se denomina nomenclatura Pango (Rambaut et al., 2021) y complementa otros
dos sistemas de nomenclatura del SARS-CoV-2 (NextStrain y GISAID) que se centran en
"clados" filogenéticos mas amplios y que incorporan criterios de prevalencia y persistencia
minimas.

El sistema de nomenclatura del linaje Pango es jerarquico y de escala fina y esta disefiado
para capturar la vanguardia de la transmisién pandémica. Cada linaje Pango tiene como
objetivo definir un grupo filogenético epidemiolégicamente relevante, por ejemplo, una
introduccion en un érea geogréafica distinta con evidencia de transmision posterior (Rambaut
et al. 2020). Los linajes Pango son particularmente adecuados para las investigaciones de
brotes a escala nacional o regional. La plataforma pangolin se encuentra disponible en
https://cov-lineages.org/resources/pangolin.html. La nomenclatura pango nombra a las
variantes y variantes con numeros y letras, por ejemplo: B.1.1.7, B.1.52, P2

3. Caracteristicas genéticas y moleculares del SARS CoV 2.
3.1. EISARS CoV 2

ElI SARS CoV 2 (Coronavirus tipo 2 causante del Sindrome Respiratorio Agudo Severo), del
inglés severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, es un virus ARN monocatenario de
cadena positiva, perteneciente a la familia coronaviridae, género Betacoronavirus, subgénero
Sarbecovirus y a la especie de los virus SARS-CoV, subespecie SARS-CoV 2 (National
Center for Biotechnology Information, 2020b). Se descubri6 y aislé por primera vez en la
capital de la provincia china de Hubei, Wuhan y es causante de la enfermedad COVID-19

(inicialmente 2019-nCov), la cual se propagé mundialmente causando una pandemia de
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grandes escalas.

La secuencia genética del SARS CoV 2 se aislo de un paciente con neumonia en la ciudad
de Wuhan, que laboraba en un mercado de wuhan donde se realizaba comercio de animales
exoticos. La secuenciacion se realizd con la tecnologia NGS MiniSeq (Illumina). (National

Center for Biotechnology Information, 2020a; Wu et al., 2020)
3.2.  Origen del SARS CoV 2

El 30 de diciembre de 2019, las autoridades sanitarias de la ciudad de Wuhan informaron
sobre la aparicion de veintisiete personas diagnosticadas de sindrome respiratorio agudo
grave de origen desconocido; la mayor parte de los casos estaban relacionados con el
Mercado Mayorista de Mariscos del Sur de China ubicado en la ciudad. El 7 de enero de
2020 las autoridades chinas declararon que habian descubierto que la causa de la enfermedad
era un nuevo virus de la familia de los coronavirus que fue nombrado provisionalmente como
2019-nCoV (coronavirus de Wuhan). EI 10 de enero se anuncio gque se habia aislado y se

publicaria el primer genoma secuenciado del nuevo coronavirus.

Hasta la fecha, la comunidad cientifica no ha logrado determinar de manera consensuada el
origen del SARS CoV 2. Existen diversas hipotesis sobre su origen. Una de las hipdtesis mas
aceptada es la del origen zoonético del SARS CoV 2, esta hipotesis se fundamenta en un
estudio que, Wu et al. (2020) formularon, donde se sugiere que, presumiendo el origen del
SARS CoV 2 el 17 de noviembre de 2019, se pudo haber efectuado el primer contacto entre
el SARS-CoV-2 y un individuo humano por infeccion zoonotica. La fecha ha sido estimada
asumiendo un periodo maximo de incubacion de 24 dias. Esto supone que el virus se

transmitio de manera silente hasta la deteccidn oficial del primer caso confirmado.

Un analisis de la primer secuencia del SARS Cov 2, sugiere una emparentamiento genético
entre el SARS CoV 2 y coronavirus de murciélagos, sugiriendo al murciélago como un
potencial huésped intermedio en el salto de estos coronavirus hacia los humanos. Wu et al. (
2020) mostraron una estrecha relacion genética entre el SARS CoV 2 y betacoronavirus de
murciélagos. Por su parte, otro analisis filogenético reafirma esta hipotesis, pero afiade que

el salto del SARS CoV 2 hacia los humanos incluye a otros mamiferos como el pangolin,
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ampliando la lista de posibles mamiferos reservorios que pudieron estar involucrados. Este

analisis no excluye al murciélago (Gémez-Carballa et al., 2020).
3.3.  Estructura del SARS CoV 2

El estudio de la estructura del SARS CoV 2 sobresale para el estudio del cambio de la
estructura y su impacto en la inmunidad. Es muy estudiado que los cambios adaptativos del
SARS CoV 2 y las mutaciones provocan una alteracion a la estructura del SARS CoV 2.
Estas alteraciones juegan un rol importante en la evacion de la inmunidad del SARS CoV 2
(Beyer & Forero, 2022; Thorne et al., 2022)

El genoma viral contiene la informacién que codifica la estructura del SARS CoV 2. El

genoma contiene las siguientes regiones:
- Gen ORFla
- Gen ORF1b
- Gen S (Spike)
- Gen E (Envoltura)
- Gen M (Membrana)

- Gen N (Nucleocapside)

29


https://www.zotero.org/google-docs/?umAgVG
https://www.zotero.org/google-docs/?EM9p7g

0 7500 15000 22500 29903
1 I . ]

ORF1a Spike Membrane

5'UTR ] 3'UTR
- : _mﬂ—d

ORF1b Envelope Nucleocapsid

Spike (S)

Figura 8: Organizacion genética de SARS-CoV-2. Esquema del genoma RNA
monocatenario de polaridad positiva (+sSRNA) de SARS-CoV-2. Hacia el extremo 5°, se
codifica el gen de la replicasa viral por medio de ORF 1a'y ORF 1b para la traduccion de las
poliproteinas ppla y pplab. Hacia el extremo 3°, se codifican los genes de las 4 proteinas
estructurales principales (S), (E), (M) y (N) y las de las proteinas accesorias (D. Singh & Yi,
2021)

4.  Historial evolutivo del SARS-CoV-2
4.1.  Definiciones claves de la nomenclatura de los linajes del SARS CoV 2

Los virus cambian a lo largo del tiempo, estos cambios son mas frecuentes en virus ARNS,
como el SARS CoV 2. No existe una metodologia consensuada para nombrar a las variantes
virales. En vista a esto, la OMS inst6 a llamar a las variantes por las letras del alfabeto griego.
La clasificacion de la OMS es utilizada como referencia, atin asi las nomenclaturas Nextstrain

y Pangolin son utilizadas de igual manera, principalmente en investigacion.

A continuacidn se presenta una tabla de equivalencia con las tres nomenclaturas, extraidas
de la pagina oficial de la OMS dedicada a la divulgacion de la informacion de las variantes
del SARS CoV 2.
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Tabla 1: Equivalencia de las nomenclaturas de la OMS, Nextstrain y Pangolin (Organizacién
Mundial de la Salud, 2022)

Clasificacion Nomenclatura | Lugar de Designacion
OMS Nomenclatura | Nextstrain primera
pango identificacion
Alpha B.1.1.7 201(V1) Reino Unido VOC =
Sep-2020 18/12/2020
Beta B.1.355 20H(V2) Sur Africa VOC =
Mayo 2020 18/12/2020
Delta B.1.617.2 21A, 211, 21J India VOI =
Oct-2020 04/04/2021
VOC =
1/05/2021
Gamma P.1 20J (V3) Brazil VOC =
Nov- 2020 11/01/2021
Epilson B.1.427 21C EE.UU VOI =
B.1.429 Mar-2020 17/03/2021
Zeta P.2 20B Brazil VOI =
Abr-2020 17/03/2021
Eta B.1.525 21D ; ’ VOI =
Varios Paises 17/03/2021
Dic-2020
Theta p.3 21E Filipinas VOI =
Ene-2021 24/03/2021
lota B.1.526 21F EE.UU VOI =
NOV-2020 24/03/2021
Kappa B.1.617.1 21B India VOI=
Oct-2020 04/04/2021
Lambda C.37 21G Peru VOI =
Dic-2020 14/06/2021
Mu B.1.621 21H Colombia VOI =
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30/08/2021

Omicroén B.1.1.529 21K Varios Paises VUM =
Nov-2021 24/11/2021

VOC =
26/11/2021

VOC = Variantes de preocupacion (de las siglas “Variant of Concern”)
VOI = Variante de interés (de las siglas Variant of Interest)
VUM = Variante bajo seguimiento (de las siglas “Variant Under Monitoring”)

4.2. Variantes de Interés

Las variantes de interés designadas con las iniciales VVOI (del inglés variants of interest) son
variantes del SARS CoV 2 que poseen marcadores o caracteristicas genéticas especificos, a
los que se ha asociado a cambios en la union al receptor, una menor neutralizacion por los
anticuerpos generados contra una infeccion anterior o la vacunacion, una menor eficacia de
los tratamientos, el posible impacto del diagnéstico, o el aumento pronosticado en la

transmisibilidad o gravedad de la enfermedad.

Las variantes de interés tienen la caracteristica de no cambiar la situacién epidemioldgica de
la COVID 19 en un area determinada o a nivel internacional, a pesar de la evidencia
demostrada en los cambios del genoma viral y en la disminucién de la inmunidad o cambios

en la transmisibilidad

una variante de interés podria requerir una 0 mas medidas de salud publica adecuadas,
incluida una mejor vigilancia secuencial, una mejor caracterizacion de laboratorio o
investigaciones epidemiolégicas para evaluar con qué facilidad se propaga el virus a otras
personas, la gravedad de la enfermedad, la eficacia de los tratamientos y si las vacunas

aprobadas o autorizadas actualmente ofrecen proteccion.

A lo largo de la pandemia, se pueden listar las siguientes variantes de interés: Epsilon, Eta,
Lambda, Mu, lota, Kappa, Theta, Zeta.
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4.3.  Variantes de Preocupacion

Son variantes del SARS CoV para las cuales existe evidencia de una mayor transmisibilidad,
casos mas graves de enfermedad (por ejemplo, mayor cantidad de hospitalizaciones o
muertes), reduccion significativa en la neutralizacion por los anticuerpos generados durante
una infeccion anterior o la vacunacion, menor efectividad de los tratamientos o las vacunas,

o fallas de deteccion de diagndstico.

Las variantes de preocupacion tienen la capacidad de cambiar rapida o paulatinamente la

situacion epidemioldgica de un pais o region.
Las variantes de preocupacion pueden poseer los siguientes atributos:

e Evidencia del impacto sobre el diagnoéstico, los tratamientos o las vacunas
o Interferencia generalizada con los objetivos de las pruebas de diagndstico
o Evidencia de susceptibilidad sustancialmente menor a una o més clases de
tratamientos
o Evidencia de neutralizacion significativamente menor por los anticuerpos
generados durante una infeccion previa o la vacunacién
o Evidencia de una menor proteccion inducida por la vacuna ante enfermedades
graves
e Evidencia de mayor transmisibilidad

e Evidencia de mayor gravedad de la enfermedad

Las variantes de preocupacién pueden requerir una o mas acciones de salud publica como la
notificacion por la OMS para regulaciones de movilidad internacional, esfuerzos para frenar
la propagacion, incremento de pruebas, investigacion de la eficacia de las vacunas, entre
otras. Con base en las caracteristicas de la variante, las consideraciones adicionales pueden

incluir la elaboracion de nuevos diagnésticos o la modificacion de las vacunas o tratamientos.

4.4.  Mutaciones de importancia epidemiologica

Para fines de vigilancia, es importante monitorear algunas mutaciones desarrolladas por las

variantes. Las mutaciones vigiladas con mayor frecuencia son aquellas que se presentan en
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la proteina S y en las regiones ORF. Los cambios en la proteina S han sido relacionados con
un aumento en la transmisibilidad viral, evasion de la inmunidad por vacunas y aumento de

la probabilidad de provocar enfermedad severa y hospitalizacion.
Mutaciones de la proteina S expresadas por la variante Delta

Sustituciones de la proteina S en DELTA: DT19R, (V70F*), T951, G142D, E156-, F157-,
R158G, (A222V), (W258L), (K417N*), L452R, T478K, D614G, P681R, D950N.

Sustituciones de la proteina S en Omicrén: A67V, del69-70, T95I, del142-144, Y145D,
del211, L2121, ins214EPE, G339D, S371L, S373P, S375F, K417N, N440K, G446S, S477N,
T478K, E484A, Q493R, G496S, Q498R, N501Y, Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K,
P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K, L981F

Caracteristicas:

- Mayor transmisibilidad

- Reduccion en la neutralizacion por sueros postvacunacion
5.  Distribucion y propagacion del SARS CoV 2y sus linajes evolutivos

Hasta Abril del 2022, el SARS CoV 2 se ha propagado a 226 paises. (Worldometer, 2022)
No existe una tendencia definida en la propagacion del SARS CoV 2, pero los analisis
espaciales y geo-filogenéticos muestran que la mayoria de las nuevas variantes son
identificadas en paises con grandes volumenes de poblacion (Como India, EE.UU y Brazil)

(J. Singh et al., 2021) y en paises con bajas tasas de vacunacion (como Sudéfrica).

La plataforma para el seguimiento y vigilancia genémica del SARS Cov 2, GISAID, ha
mostrado como en algunos continentes existe una mayor capacidad de divergencia genética
por el SARS CoV 2, mostrando una correlacion entre las altas tasas de mutaciones entre la
diversificacion genética del SARS CoV 2y algunos territorios. (GISAID, 2022)

Otra caracteristica que se puede inferir visualizando la propagacion de las variantes en el
mundo mediante la plataforma GISAID, es que las nuevas variantes inician a propagarse en

los mismos paises, paises que tienen en comun no solamente poblaciones grandes, si no
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también la capacidad de movilizar a las poblaciones dentro y fuera de los territorios. (Parra-
Lucares et al., 2022)

Continent A

W Europe B Oceania
North America B south America
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Figura 9: Arbol filodinamico de Omicron (GISAID, 2022)
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Figura 10: Dinamica de la propagacion de la variante omicron. (GISAID, 2022)

Las figuras 1 y 2 muestran la dindmica de la propagacion de la variante Omicron. Esta
variante fue identificada por primera vez en Botswana, Hong Kong y Sudafrica y desde estos
paises se propagd de manera significativa hacia Norteamérica, y de inmediato a Europa. Si
bien se sabe que la propagacion de Omicrén fue significativamente rapida, América latina
fue de los altimos territorios donde se identificd. Por su parte los patrones de comportamiento
son similares entre los diferentes paises independientemente del momento en que ingres6 una
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variante. La variante Delta, por ejemplo, se comportd de manera similar en todos los paises

desde un punto de vista epidemiol6gico, de igual manera la variante Omicron.
6. Lasvariantesy su correlacion con caracteristicas bioldgicas de los infectados

Desde que inici6 la pandemia se ha generado una gran cantidad de datos que, durante el curso
del tiempo se han analizado y publicado. Muchos resultados de investigaciones resultaron
estar equivocados por sesgos provocados por el hecho de analizar datos de una enfermedad
emergente. Muchos investigadores intentaron definir la correlacion entre adquirir una
determinada variante con la edad, o el sexo o alguna otra caracteristica, sin embargo los
resultados fueron variados. En los picos epidémicos, se identifico que los hombres tenian
mas probabilidades de contraer COVID-19 por la variante circulante, de ser hospitalizado y
de morir por COVID-19 (Peckham et al., 2020), ademés de un mayor riesgo de tener cargas
virales mas altas (Acer et al., 2022), sin embargo los autores también definen el contexto de
las investigaciones, en algunas zonas del mundo, los hombres se infectaron méas por una
determinada variante, pero eran quienes mas se exponian (Muurlink & Taylor-Robinson,
2020, p. 19).

Las correlacion entre una variante con algunas caracteristicas biologicas tienen de alguna
trascendencia biologica, pero mas trascendencia social. La mayoria de las correlaciones

identificadas tienen un trasfondo social. (Flor et al., 2022)
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VIl. DISENO METODOLOGICO

Enfoque de investigacion:

Cuantitativo: En la investigacion se realizaron mediciones objetivas y analisis estadistico a

partir de datos recopilados, mediante el uso de técnicas informéticas para andlisis estadistico.
Tipo de Estudio:

Descriptivo de corte transversal: En la investigacion se buscd puntualizar las caracteristicas

de la poblacion diana para el estudio. Ademas, la investigacion se centra en determinar el

(13 299 ¢

qué”, “cuando” y “donde”.

Analitico: El dltimo objetivo del estudio se enfoca en determinar las relaciones entre

variables especificas mediante modelos estadisticos para establecer inferencias.
Area de Estudio:

Departamentos de Nicaragua

Universo:

1069 Secuencias del SARS CoV 2 obtenidas entre Marzo del 2020 y Septiembre 2022 de
diversas zonas del territorio Nacional, mediante la vigilancia Nacional del SARS CoV 2, de
una cohorte pediatrica del distrito 1l de Managua y de una cohorte de hogares del distrito 11

de Managua.
Muestra:

Por el alcance del estudio (A nivel Nacional) y por la naturaleza del muestreo, se incluyeron
todas las secuencias obtenidas de la secuenciacion gendémica, por esta razén no se calculé la

muestra.
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Unidad de Andlisis:

Secuencias nucleotidicas del SARS CoV 2 obtenidas mediante secuenciacion gendmica a
partir de hisopados respiratorios de pacientes con COVID-19, obtenidos en los diferentes

departamentos de Nicaragua entre marzo del 2020 y septiembre 2022
Criterios de seleccion:

Criterios de inclusion: Secuencias nucleotidicas del SARS CoV 2, obtenidas mediante las
técnicas de secuenciacion de Oxford Nanopore Technologies (ONT) y secuenciacion
Illumina, entre el periodo marzo 2020 y septiembre 2022, con resultados de las plataformas

bioinformaéticas para la vigilancia genémicas del SARS CoV 2: NextClade y/o Pangolin

Criterios de exclusion: Secuencias gue no pasaron los controles de calidad de las plataforma
Nexstrain y que consecuentemente no pudieron ser clasificadas como variante del SARS
CoV 2.

Variables de estudio:

Objetivo 1. Determinar caracteristicas evolutivas, genéticas y moleculares de los linajes del

SARS CoV 2 basado secuencias nucleotidicas y aminoacidicas.
e Variante
e Sublinaje
e Mutaciones
e NUmero de mutaciones

Objetivo 2. Describir el comportamiento de las variantes del SARS CoV 2 en Nicaragua

durante el tiempo
e Fecha de aparicion
e Frecuencia de Variantes

e Frecuencia de sublinajes
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Obijetivo 3. Identificar la distribucion espacial del SARS CoV 2y sus linajes evolutivos.
e Variantes circulantes
e Sublinaje Circulante
e Procedencia de la muestra

Objetivo 4: Estimar la asociacion entre las variantes del SARS CoV 2y las caracteristicas

demogréficas de las personas a quienes se les tomd una muestra para secuenciacion.
e Sexo
e FEdad
e Variantes

Fuentes de informacion:

Base de datos de vigilancia genémica del SARS CoV 2 del Centro Nacional de Diagnéstico

y Referencia (CNDR), la cual esté a cargo del personal del laboratorio de biologia molecular.
Técnicas de recoleccion de datos:

Revision de bases de bases de datos de los resultados de secuenciacion del SARS CoV 2.
Instrumento de recoleccion de datos:

Fichas epidemioldgicas para la vigilancia IRAs e IRAG: Las muestras biologicas
(hisopados respiratorios) fueron enviadas desde las diversas unidades de SALUD del
territorio nacional hacia los SILAIS, cada muestra iba acompafiada con una ficha
epidemioldgica donde se recolect6 informacion del paciente y de la muestra tomada. Esta
informacion se digitd en tablas de MS excel para su resguardo por el personal del area de

informatica en el CNDR.

Protocolos de trabajo para la secuenciacion del SARS CoV 2: Los procesos analiticos de

laboratorios se registran en un protocolo fisicos de trabajo. En estos protocolos se registra la
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fecha del procesamiento, el procedimiento realizado, reactivos utilizados, observaciones,

resultados obtenidos y analistas que realizan el proceso analitico.

Tablas de datos de Microsoft Excel para el registro de resultados de estudios
moleculares por laboratorio: Las muestras fueron analizadas en el laboratorio de
secuenciacion y biologia molecular. Los resultados fueron almacenados en una base de datos
en MS Excel en resguardo del personal del laboratorio. El personal del area de informatica
brind6 informacion faltante (SILAIS, Fecha de inicio de sintomas, Fecha de toma de la
muestra). Ademas, el resultado de qRT-PCR para el diagnostico de PCR y el célculo del

porcentaje de positividad es almacenado en tablas de MS Excel.
Procesamiento de la informacion:

La informacion para el andlisis proviene de la base de datos que contiene los resultados de

los analisis moleculares del SARS CoV 2 e informacién de las muestras analizadas.

El andlisis estadistico, construccion de tablas y graficos se realizO mediante programacion
con el lenguaje python3.9, un lenguaje de programacion multipropdsito que permite realizar
transformacion de estructuras de datos, analisis estadisticos y construccion de graficos.
Ademas del lenguaje base de python3.9 se hizo uso de las siguientes librerias especializadas:

Pandas (para transformacion de estructuras de datos y asignacion de cualidades a las

variables para el analisis)

Matplotlib (Para construccién basica de graficos y asignacion de atributos a los

diferentes graficos)

Seaborn (para la construccion de graficos con caracteristicas particulares)
GeoPandas (Para la transformacion y manipulacion de datos geograficos)
Datetime (Para la manipulacion y control de formatos de las fechas)

Se utilizo el entorno de desarrollo integrado (IDE) “Spyder” version 4., al utilizar este IDE
fue posible acceder a una variedad de herramientas y funciones integradas disefiadas para
hacer que la escritura, la pruebay la depuracién de codigo de programacién durante el analisis
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fueran maés eficientes y efectivas, ademas de permitir visualizar de manera gréfica los
gréaficos y tablas durante el anlisis. Finalmente, el uso de este IDE hizo posible acceder a un
notebook donde se guardaba todo el cddigo de programacion, lo que permitid revisar, y

mejorar los analisis realizados cuando era necesario.

Se tuvo acceso al porcentaje diario de casos positivos. Con estos datos se construyd una curva
con el porcentaje de casos positivos con el fin de visualizar la dindmica de la positividad del
SARS CoV 2 durante la pandemia.

Para el analisis de correlaciones y calculo de los Odd Ratios (OR) se utilizé el lenguaje de
programacion “R” y el IDE RStudio. Para este proposito se construyeron modelos de
regresion logistica univariada y multivariada para estimar asociaciones (Thulin, 2021). A
partir de los resultados de las regresiones logisticas se estimaron los OR, intervalos de
confianza y valor de p. Para graficar los resultados, se construyeron gréaficos de forest plots,
donde la linea vertical paralela al eje y, (en el valor 1 del eje x) representa el valor de
referencia o punto neutro (Este valor es igual a 1). Los puntos en el grafico representan los
OR para cada variante, y los segmentos que se extienden desde cada punto indican los

intervalos de confianza correspondientes.
Sesgos y control

Para el disefio de la presente investigacion no se disefid un estrategia de muestreo debido a
que los datos provienen de la vigilancia nacional del MINSA, por esta razén existe una
influencia potencial del sesgo de muestreo y seleccion de la vigilancia nacional en la
investigacion. La manera que se realizaba el muestreo por parte del Ministerio de Salud pudo
cambiar debido a los cambios de la situacion epidemioldgica del pais, lo que puede introducir

sesgos en la representacion de la muestra en la presente investigacion.

Consideraciones Eticas

Los Hisopados respiratorios utilizados en este estudio son procedentes de la vigilancia

nacional del SARS CoV 2 del Ministerio de Salud . Los hisopados y datos de las cohortes
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son parte de la vigilancia del SARS CoV 2, para investigaciones sobre la vigilancia
epidemioldgica del pais, no se requiere consentimiento informado. Al realizar las pruebas de

laboratorios y el anlisis de datos no se tuvo acceso a informacion personal de los pacientes.

Este estudio fué sometido a valoracion por el comité de ética del instituto de Ciencias
Sostenibles, ademas, se obtuvo la aprobacion para el uso y publicacion de los resultados por
parte de las autoridades del CNDR. Finalmente, el comité de ética del Centro de
Investigaciones y Estudios de la Salud (CIES) revisd el protocolo de investigacion y aprob6

llevar a cabo la investigacion.

Este estudio se condujo bajo estrictos principios éticos, respetando en todo momento la
dignidad, derechos y bienestar de los individuos cuyos datos fueron analizados. A
continuacion, se detallan las medidas adoptadas para asegurar la ética y la integridad en la

realizacion de esta investigacion:

- Confidencialidad y Privacidad: Se garantiza la confidencialidad y privacidad de la
informacion de los participantes mediante la des-identificacion de los datos previo al
analisis de las muestras mediante laboratorio y analisis de la informacidn. No se tuvo
acceso a informacién personal que permitiera identificar a los individuos.

- Inclusividad y No Discriminacion: La investigacion se desarroll6 bajo un enfoque
inclusivo, asegurando la representatividad de los andlisis y evitando cualquier forma
de discriminacion o exclusion basada en la procedencia de las muestras o cualquier
otra informacion demogréfica analizada.

- Objetividad y Honradez: Todos los resultados presentados son reflejo fiel de los
datos analizados, no habiendo alteracion con el fin de sesgar las conclusiones del
estudio. La interpretacion de los datos se realizd de manera objetiva y transparente.

- Permiso y Consentimiento: Se obtuvieron todos los permisos y consentimientos
necesarios para acceder y utilizar la informacion para fines de investigacion.

- Transparencia y Reproducibilidad: El disefio metodologico y los métodos de
andlisis son detallados de forma transparente para permitir la validacion y

reproduccion de los resultados por parte de la comunidad cientifica.
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Trabajo de campo

Recolecciéon de la muestra: La recoleccion de la muestra y llenado del formulario fue
realizado por el personal de las unidades de salud de los diferentes SILAIS de Nicaragua.

Las muestras utilizadas para el anélisis en el laboratorio fueron hisopados respiratorios. Estos
fueron tomados en unidades de salud primaria y en hospitales para posteriormente enviarlo
asus SILAIS correspondientes. De cada uno de los SILAIS las muestras fueron transportadas
junto a las fichas epidemioldgicas hacia el Centro Nacional de Diagnostico y Referencia en
Managua para analisis de PCR. Las muestras provenientes de la cohorte pediatrica fueron
tomadas por el personal del laboratorio del Centro de Salud Socrates Flores Vivas y enviadas

cumpliendo con la cadena de frio del CNDR.
Anélisis de laboratorio

PCR de diagnostico: En el laboratorio todos los hisopados que Ilegan al CNDR fueron
procesados mediante gRT-PCR. Los hisopados fueron alicuotados e inactivados en un area
para este fin, en cabina de bioseguridad tipo 1. Una vez inactivada la muestra, fue trasladada
al laboratorio de PCR de virus respiratorios, donde, en primera instancia, se realizé la
extraccion del ARN viral. Posteriormente se realiz6 un PCR en tiempo real bajo un protocolo
de PCR Multiplex estandarizado por el instituto de virologia del Hospital Universitario de
Charité (Corman et al., 2020), bajo la plataforma ABI 7500 Fast PCR platform (Applied
Biosystems, Foster, CA, EE.UU) para su posterior validacion. Durante todo el proceso
analitico, las muestras y ARN viral fueron manipulados en cabinas de bioseguridad tipo 1l'y
con todos los equipos de proteccidn personal requeridos. Las muestras positivas por PCR con

ct entre 18-30 fueron elegidas para ser secuenciadas.

Después de confirmar los casos positivos de SARS CoV por PCR en tiempo real, algunas
muestras fueron elegidas para ser enviadas al hospital Monte Sinai, Nueva York, EE.UU,
para ser secuenciadas bajo la tecnologia Illumina. Realizada la secuenciacion, las secuencias

consenso fueron enviadas a Nicaragua para el analisis bioinformatico.

Generacion de amplicones del genoma viral por PCR: La secuenciacion en Nicaragua,
inicié en el mes de junio del 2021. Durante el periodo comprendido entre Junio 2021 y Julio
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2022, para la secuenciacion se utilizé el protocolo de acceso libre de la red Artic (Artic
Network, 2020). EI ARN viral previamente extraido fue sometido a un proceso de cDNA
(ADN complementario), que permite generar una secuencia complementaria a la hebra de

ADN mediante retrotranscripcion.

Después de obtener el producto de la retrotranscripcion se realizé un PCR. El método de la
red artic provee un PCR para amplificar todo el genoma del SARS CoV 2, con 98 primers
divididos en un pool de primers A que amplifica de 5' a 3' la cadena de ADN principal, y un
pool B de primers que amplifican la cadena complementaria de 3' a 5'. Después de realizar
el PCR, se llevo a cabo una electroforesis para discriminar aquellas muestras que presentaban

bandas de 400 pares de bases (pb).

A partir de agosto del 2022, debido a los multiples cambios y mutaciones que han surgido en
el genoma del SARS CoV 2, se realiz6 una actualizacién hacia el protocolo comercial
“midnight”. Este protocolo fue utilizado para secuenciar muestras a partir de esta fecha con
un PCR maés sensible y especifico a las variantes Delta y Omicrén, y permitié generar

amplicones de hasta 1200 pb (Oxford Nanopore Technolgies, 2021).

Preparacion de la libreria: Después de realizar el PCR de amplificacion del genoma, las
muestras que amplifican segmentos de 400 pb o0 1200 pb segun el protocolo, fueron elegidas
para realizar una libreria de muestras, para su posterior secuenciacion. En este proceso se
realizaron una serie de procedimientos de laboratorio basados en métodos de biologia
molecular con el objetivo de normalizar la concentracion de ADN de las muestras
(amplicones generados en el PCR), ademas, durante la preparacion de la libreria se afiadieron
marcadores moleculares a cada una de los amplicones de ADN de cada muestra, estos
marcadores moleculares son secuencias nucleotidicas sintéticas cortas que permiten la
identificacion de cada amplicén secuenciado. a cada muestra se le afiadié un marcador

especifico que permitié identificarla.

El protocolo de secuenciacién de la red artic utiliza un método de adicién de los marcadores
basados en ligacion. Con este método se utiliz6 una enzima “ligasa” que a temperaturas
especificas en un termociclador y en un tiempo de 30 minutos aproximadamente, facilitd la

unién molecular entre los amplicones de ADN de las muestras y los adaptadores (marcadores
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moleculares), posteriormente se realizd una purificacion para remover el exceso de
adaptadores y después se procedio a realizar una ligacion de otro adaptador que une la cadena

complementaria con la cadena principal.

Con el protocolo de secuenciacion midnight se utilizd un método de adicion de los
adaptadores basado en tagmentacion y union mediante transposomas. Con este método se
expusieron los amplicones generados durante el PCR (1200 pb) a perlas que contienen
transposomas que recortan los amplicones y a la vez afiaden adaptadores mediante una
enzima transposasa. Este método resulta ser més rapido (5 minutos a temperatura idonea de

25 grados) y no requiere la unién de un segundo adaptador.

Una vez culminada la union de los adaptadores, los amplicones de cada muestra marcados
con su respectivo adaptador se unieron en un vial y se realizd una limpieza a partir de perlas
magnéticas y buffers de purificacion. Al final de este proceso, se midio la concentracion de
la libreria por un método fluorométrico. La secuenciacion con el método de la red artic
requiere una concentracion de ADN de 0.6 a 1.1 ng/uL. EI método Midnight requiere una

concentracion de 73 a 100 ng/ul.

La libreria final se colocé en una flowcell, un dispositivo que contiene nanoporos por donde
se secuencian los amplicones marcados. La flowcell se colocé en el dispositivo MinlON, que
es el dispositivo que se encarga de poner en marcha la secuenciacion. Este dispositivo es

conectado a una computadora y controlado por el software “Minknow”.

Andlisis Bioinformético: Con el software MinKnow la informacion fue almacenada en una
computadora, ademas se procesd la informacion producida por el secuenciador, el
secuenciador genera archivos en formato “fast5”, estos archivos contienen la informacion
cruda de la secuenciacion en un formato binario. Durante el proceso, en tiempo real y en
segundo plano, el software “Guppy” realizo la transformacién de los archivos binarios fast5
a archivos en formato “fastq”, estos archivos en formato fastq contienen las secuencias de
los fragmentos secuenciados (miles de secuencias cortas por cada muestra), asi como
informacién de control de calidad, las secuencias de primers utilizados e informacién de
nucleotidos sintéticos (adaptadores) utilizados para identificar cada una de las muestras. Los

archivos fastg fueron almacenados en la computadora donde se realizé la secuenciacion y
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clasificados con el nombre de cada adaptador o marcador (barcode01, barcode02, etc). Cada

marcador identifica a una muestra especifica.

Para obtener una secuencia definitiva, se realizé una serie de procedimientos bioinformaticos
que permitieron recortar y eliminar las secuencias de primers y adaptadores de las secuencias
que poseen los fragmentos del genoma viral y finalmente ensamblar todos los fragmentos

mediante una estimacion estadistica para generar una secuencia consenso.

Cada uno de los protocolos de secuenciacion utilizados posee su protocolo bioinformatico.
Ambos protocolos bioinforméticos fueron ejecutados en el sistema operativo GNU-Linux,
distribucion Ubuntu 20.04. El protocolo de la red artic: “artic-ncov2019” es un protocolo
basado python y C++ y contempla realizar un paso de demultiplexado de las lecturas
obtenidas con el software “Porechop” (Wick, 2017/2022), en este paso se eliminaron los
adaptadores y se generd un archivo fastq para cada una de las muestras sin los adaptadores.
El ensamblaje del genoma para la obtencion de las secuencias consensos fue realizado con el
software medaka (Nanoporetech, 2017/2022), la secuencia consenso es la secuencia
definitiva del genoma secuenciado. En el protocolo midnight se utilizé el workflow
bioinformatico “wf-artic” de la plataforma “epitome” desarrollado por la empresa Oxford

Nanopore Technologies (ARTIC SARS-CoV-2 Workflow, 2021/2023)

El anélisis molecular de las secuencias fue realizado mediante las plataformas de acceso libre

online Nextstrain y pangolin.

Control de calidad de la secuenciacion: El control de calidad se realiz6 durante la
secuenciacion de manera automatica por el software Minknow. EL software filtrd y conservo
todas aquellas secuencias que contenian un Qscore de phred >= 8. El Qscore de phred es una
medida de calidad de la secuenciacion que dicta la precisién de cada base secuenciada. un
gscore de 8 indicara una precision por debajo del 90% de que la base sea correctamente

nombrada.
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VIill.  RESULTADOS

Objetivo 1: Determinar caracteristicas evolutivas, genéticas y moleculares de los linajes del

SARS CoV 2 mediante secuencias nucleotidicas y aminoacidicas.

Figura 1: Arbol filogenético de las variantes del SARS CoV 2 circulantes en Nicaragua,
entre Marzo 2020 y Septiembre 2022.

Phylogeny
Clade ~
B :z0n (Beta, va2) 22A (Omicron)
Il 201(aipha, v1) 228 (Omicron)
I 20 (Gamma, v3) 22C (Omicron)
I 211 (Detta) 194 22B (Omi
D 21J (Delta) recombinant (Omicron)
I 21¢ (Epsilon) 198
21G (Lambda) 204
21H (Mu) 20C
21K (Omicron) 20B
21L [Omicron) 21L (Omicron)
21M (Omicron)
21K (Omicron)
20J (Gamma, V3) m
20B
e
ghfet
HEEgcg0
21) (Delta) [l Lo e 068 8%
21A (Delta) oode”s
e S ———r—o—
20A/
eB
0 20 40 60 80 100

Mutations

Fuente: Secuencias nucleotidicas del SARS CoV 2

En la figura 1 se muestran los resultados del analisis filogenético realizado con la herramienta
Nextclade de la plataforma web Nextstrain. El arbol filogenético muestra una diversidad de
variantes del SARS CoV 2. Las variantes identificadas fueron: 20H (Beta V2), 20(Alpha,
V1), 20J (Gamma, V3), 21l(Delta), 21J(Delta), 21C (Epilson), 21G (Lambda), 21H (Mu),
21K (Omicron), 21L (Omicron), 22A (Omicron), 22B (Omicron), 22C (Omicron), 19A,
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clados

variantes recombinantes, 20A, 20C y 20B. Se puede observar que las variantes que mas se

alejan de la raiz poseen un mayor nimero de mutaciones.

Figura 2: Frecuencia de las variantes identificadas
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a: Frecuencia de las variantes identificadas segun la clasificacion Nexstrain
b: Frecuencia de las variantes identificadas segun la clasificacion Pangolin

En la figura 2, el segmento “a” muestra la frecuencia de las variantes encontradas en el
analisis evolutivo, en orden descendente, Omicron, Delta, 19B, 20B(Zeta) y 20J (Gamma,

V3) son las variantes identificadas con mayor frecuencia en las secuencias.

Ademés, se logro determinar cada variante con la nomenclatura Pangolin (ver segmento “b”
de la figura 2). La variante Omicron se destaca por presentar una gran diversidad de
sublinajes, lo que la convierte en la variante con mayor diversidad de acuerdo a la
nomenclatura pangolin. Dentro de Omicron, el sublinaje mas frecuente identificado fue BA.1
y sus consecuentes diversificaciones (BA.1.1, BA.1.15, BA.1.18), seguido se encontraron las
subvariedades de BA.2 y de BA.5, en menos frecuencia se identificaron las variedades de

BA.4 ademés de XBB.1y BE.
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Seguido se encuentra la variante Delta, que si bien presenta 9 sublinajes los mas
predominantes son el sublinaje AY.113y el sublinaje P.1.

La variante Gamma V3 presentd algunos sublinajes, pero en menor frecuencia que los
sublinajes de Omicron y Delta. Los sublinajes de Gamma V3 identificados fueron AY.3,
AY.75y B.1.617.2.

Las variantes recombinantes estuvieron presentes, pero no fueron tan frecuentes. Entre ellas,

la mas frecuente fue la variante XQ con menos de 10 casos identificados.

No se encontrd diversificacion de las variantes Alpha y Beta.
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as frecuentes en los genomas del SARS CoV 2 segln las variantes

Mutaciones m

Figura 3
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Se determinaron las mutaciones en el genoma del SARS CoV 2y se determind la frecuencia
de las mutaciones mas frecuentes y se clasificaron en tres grupos. Un primer grupo que
contiene las 50 mutaciones mas frecuentes del gen ORF1a, un segundo grupo que contiene
las 50 mutaciones mas frecuentes del gen ORF1b y un tercer grupo que contiene las 50

mutaciones mas frecuentes del genS (ver figura 3)

La mayoria de las mutaciones estan presentes solamente en algunas variantes y no todas se
heredan hacia los siguientes linajes evolutivos. Las mutaciones del gen ORF1a, T29671 y
T32551 son las mutaciones que mas se heredaron en este gen. La mutacion del gen ORF1b
P1342S ha sido muy frecuente en todas las variantes y ha venido heredandose desde los
primeros linajes (20A) hasta los linajes mas distantes de Omicron. Por su parte, en el gen S
sobresale la mutacion D614G. Esta ha estado presente de manera frecuente en todos los

linajes identificados en Nicaragua.
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porcentaje de positivos
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Objetivo 2: Describir el comportamiento de las variantes del SARS CoV 2 en Nicaragua

durante el tiempo

Figura 4: Curva de tendencia del porcentaje de casos positivos del SARS CoV 2 por RT-
PCR en Nicaragua en el periodo Marzo 2020 - Septiembre 2022 .
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Fuente: Base de datos del porcentaje de positividad del SARS CoV 2 del CNDR

La gréfica niumero 4 muestra la tendencia de los casos positivos representados en porcentaje
en Nicaragua a partir del mes de marzo del 2020 hasta septiembre del 2022. En el 2020 hubo
incremento del porcentaje de los casos desde finales de marzo. Desde esa fecha hasta
mediados de abril hubo un aumento del porcentaje de positividad aunque por un periodo
corto de tiempo, esta positividad rondé el 40%. Posteriormente, finalizando el mes de abril
hubo un incremento abrupto del porcentaje de positividad que llegd hasta el 80%. Este pico
se mantuvo desde mayo e inici6 a descender en agosto del 2020. Entre septiembre y octubre
se observa un pequefio incremento en el porcentaje de la positividad que desciende

paulatinamente hasta alcanzar el mes de diciembre.

Es en Diciembre del 2020 que otro nuevo pico empieza a emerger y desciende durante el mes
de Febrero del 2021, sin embargo, a partir del mes de marzo inicia el ascenso de un nuevo
pico que alcanza su punto mas alto durante los meses de Junio, Julio e inicia a descender al
mes de agosto. Desde mediados de agosto inicia un nuevo incremento del porcentaje de casos

positivos que alcanza su pico durante el mes de Septiembre e inicia a disminuir de manera
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considerable a partir del mes de octubre, alcanzando niveles de porcentaje de positividad mas
bajos en el mes de Diciembre.

En el 2022, se observa que empiezan a aumentar el porcentaje de casos positivos a partir del
mes de Enero. Este pico alcanza el punto mas alto durante el mes de Febrero e inicia a
descender rapidamente al inicio del mes de marzo. En Abril de este mismo afio se observa
un nuevo aumento del porcentaje de los casos positivos que alcanza el punto més alto a finales
de Junio e inicia descender a partir del inicio del mes de julio. Nuevamente se observa un
incremento del porcentaje de casos positivos a partir del mes de agosto y se alcanza el punto
mas alto a finales de este mismo mes. En este Gltimo pico se observa un descenso durante el

mes de Septiembre.
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Figura 5: Distribucion temporal de las variantes del SARS CoV 2 en el tiempo.

a.: Distribucién de las variantes del SARS CoV 2 desde marzo del 2020 hasta septiembre del
2022.

b.: Distribucién de los sublinajes de Omicron (nomenclatura Pangolin) desde diciembre del
2021 hasta septiembre del 2022
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La figura 5 muestra en barras porcentuales la proporcion de cada una de las variantes
identificadas mediante secuenciacion gendémica en Nicaragua, durante el periodo

comprendido entre marzo 2020 y septiembre 2022.

[P A]

La seccion “a” muestra la distribucion de cada variante en el periodo mencionado
anteriormente. En el mes de marzo se observa la co circulacion de los clados 20B (Zeta),
19B, 20Ay 20 C. En los siguientes 4 meses , de abril a julio, se observa la co circulacion de
los clados 20A, 20B (Zeta) y 20C hasta que el la variante 20B (Zeta) predomina durante los
meses de Agosto del 2020 hasta febrero del 2021. En diciembre del 2020 se observa un
incremento en la circulacion de la variante 19B, que aumenta paulatinamente hasta

posicionarse como la variante dominante en los meses de marzo a julio del 2021.

En los meses de junio a octubre del 2021 se observa un aumento de la variante gamma V3,
pero no llega a convertirse en una variante dominante. En enero del 2021 se identifico la
variante Delta, sin embargo desaparece y se observa nuevamente en Mayo del 2021. Se
observa un incremento de Delta durante junio y julio y en Agosto se convierte en la variante
dominante, manteniendo este dominio hasta el mes de noviembre . En diciembre del 2021
hubo circulacion de delta, pero también se observa la introduccion de la variante Omicron,
que predomina sobre Delta.

En Enero del 2022 se observa un predominio total de la variante Omicron, este predominio
se mantiene hasta el mes de Septiembre, a excepcion del mes de Abril en el que predominé
alguna (o algunas) variantes recombinantes. Durante los meses de marzo a julio de 2022 se

aprecia la co circulacion de variantes recombinantes junto a Omicrén.
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Tabla 1: Fechay lugar de la identificacion de las variantes del SARS CoV 2 a Nicaragua

Variante Departamento Fecha de Identificacion
20B (Zeta) Jinotega Marzo-2020
19B Chontales Marzo-2020
20A Managua Marzo-2020
20C Esteli Marzo-2020
21C (Epsilon) Esteli Diciembre-2020
Delta RAACS Enero-2021

20J (Gamma, V3) Esteli Abril-2021

201 (Alpha, V1) Esteli Mayo-2021
20H (Beta, V2) Matagalpa Mayo-2021
21G (Lambda) Managua Mayo-2021
19A Managua Julio-2021

21H (Mu) Masaya 26-Julio-2021
recombinant Madriz Agosto-2021
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Variante Departamento Fecha de Identificacion
20B (Zeta) Jinotega Marzo-2020

19B Chontales Marzo-2020

20A Managua Marzo-2020

20C Esteli Marzo-2020

21C (Epsilon) Esteli Diciembre-2020
Omicron Granada Diciembre-2021

Fuente: Base de datos de secuenciacion genémica

En la tabla proporcionada se muestran las diferentes variantes del virus SARS-CoV-2 que
han aparecido en las secuencias analizadas en Nicaragua desde marzo de 2020 hasta
Septiembre 2022, junto con su fecha de aparicion, frecuencia y departamento donde se
detectaron. En total, se registraron catorce variantes diferentes, incluyendo la variante Delta,

la variante Omicron y varias variantes de preocupacion.

Los datos mostrados en esta investigacion muestran que el porcentaje de positividad puede
ser una herramienta util para identificar brotes de enfermedades infecciosas, como la
COVID-19 al no tener datos para calcular las tasas de incidencia. Si el porcentaje de
positividad aumenta, puede ser una sefial de que esta ocurriendo un brote de la enfermedad
en la poblacidn. Por lo tanto, el monitoreo regular del porcentaje de positividad de las pruebas
puede ayudar a los epidemidlogos y profesionales de la salud publica a tomar medidas

preventivas y controlar la propagacion de la enfermedad.
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Objetivo 3: Identificar la distribucion espacial del SARS CoV 2y sus linajes evolutivos.

Figura 6: Frecuencia de las secuencias del SARS CoV identificadas en los departamentos
de Nicaragua entre marzo del 2020 y septiembre del 2022.
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Fuente: Base de datos de secuenciacion genomica

De manera general, las secuencias obtenidas proceden de todos los departamentos de
Nicaragua, la mayoria de las variantes son del departamento de Managua (n=451), seguido
de los departamentos de Matagalpa, Esteli y Ledn (n =90, 88y 72 respectivamente). Por el
contrario, la Region Auténoma de las Costa Caribe Norte es la region que menos secuencias
posee (n= 11) Junto a Chontales (n= 16), Rio San Juan (n =18), Boaco (n = 18) Madriz (n =
20) y Carazo (n= 22). La manera en que se distribuyen las muestras en cada departamento

fue similar durante los tres afios de pandemia que se analizan en esta investigacion

Figura 7: Distribucion de las variantes del SARS CoV 2 en Nicaragua entre el Marzo del

2020 y Septiembre 2022.
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a : Distribucidn de las variantes en los departamentos de Nicaragua 2020.
b : Distribucion de las variantes en los departamentos de Nicaragua 2021.

c : Distribucion de las variantes en los departamentos de Nicaragua 2022.

Clade ~

Il 20+ (Beta, v2) [7] 22A(Omicron)
. 201 (Alpha, V1) E] 22B (Omicron)
B 20 Gamma,v3)  [l] 22C (Omicron)
[l 211 (Delta) 19A

. 21) (Delta) recombinant
B 21¢ (Epsilon) 198

[[] 21G (Lambda) [] 20a

[7] 214 (Mu) [ 20c

[ 21k (Omicron) [ 208
[] 211 (Omicron)

451-520
381-450
301-280
221-300
171-220
131-170
91-130
61-90
41-60
21-40
10-20
1-10

La figura 7 muestra la distribuciéon de las variantes del SARS CoV 2 en Nicaragua. Se

muestra la frecuencia de las variantes identificadas en los departamentos de Nicaragua entre
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marzo 2020 y Septiembre 2022 (b), ademas se muestra la distribucion en el pais de las
variantes durante los afios 2020 (a), 2021 (c) y 2022 (c)

Las variantes circularon en todo el pais. Durante el 2020 se observoé la circulacion de las
variantes 19B, 20B (Zeta), 20A, 20C, 21C (Epsilon), durante el 2021 se observé la
circulacion de las variantes 19B, Gamma, V3, 20A, Delta y en una pequefia proporcion se

observd la presencia de Omicron.

Durante el 2021 se observa la circulacion de las variantes Gamma V3, Lambda, 19A, Mu,
variantes recombinantes y sobresale la circulacion de la variante Delta en todo el territorio.
Se logra ver una leve circulacion de la variante omicron. Durante este afio se presentd la
introduccion de las variantes Alpha y Beta (Ver tabla Anexos de variantes), aunque no se

logran apreciar en los graficos de pasteles por su baja circulacion.

Durante el 2022 se observa una disminucion total de todas las variantes, incluso de la mas
prevalente variante del 2022 Delta, Se observa una alta frecuencia de Omicrén en todo el
territorio Nacional junto a una frecuencia baja de variantes recombinantes. Es notable que

para este periodo no se identifico la introduccion de otras variantes.
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Objetivo 4: Estimar asociaciones entre las variantes del SARS CoV 2y las caracteristicas
demograficas de las personas a quienes se les tomd una muestra para secuenciacion.

Tabla 2: Regresion logistica univariada que muestras las asociaciones entre las variantes y
la edad (edad basada en un incremento de 5 afos)

recombinant
otras L
Omicron{ *
Delta ®
20J(Gamma, V3)- ®
20C1 1
20B(Zeta) | : .
20A- : .
198/ N |

0.98 1.00 1.02
QOdds Ratio

sk

p<0.001 ™™ p<0.01"™ p<0.05™

Se analizaron datos de hospitalizacion de 735 pacientes que tenian registros referente a la
hospitalizacién. 31.4% de las muestras secuenciadas provienen de pacientes hospitalizados,
mientras que un 37.32% de las muestras no provienen de pacientes hospitalizados. En el
31.24% del total de las muestras analizadas no se logré conseguir datos de hospitalizacion

(ver anexo 3)

En una basqueda por entender el comportamiento de las variantes con respecto a la edad, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en las edades entre los diferentes
grupos de pacientes que se infectaron con distintas variantes (ver Anexo 4), por lo que
posteriormente se buscaron asociaciones entre diferentes variantes del SARS-CoV-2 y la
edad de los individuos. Utilizando un enfoque de regresion logistica univariada, se analizaron
los datos de edad y variante para determinar si las variantes del virus estan relacionadas con

cambios significativos en la probabilidad de ciertas edades (tabla 2)

La variante 19B mostr6 una asociacion estadisticamente significativa con sentido negativo
con la edad, con un Odds Ratio (OR) de 0.93 (Intervalo de Confianza del 95%: 0.89 - 0.935).
Esto indica que a medida que la edad aumenta en 5 afios el chance de ser infectado con la
variante 19B disminuye, este hallazgo fue altamente significativo, con un valor p menor que
0.001.
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Las variantes 20B y Delta también mostraron asociaciones significativas con la edad. La
variante 20B tuvo un OR de 1.07 (Intervalo de Confianza del 95%: 1.01 - 1.12), lo que indica
un aumento en el chance de ser infectado por esta variante cuando la edad aumenta en 5 afios.
La variante Delta también mostro significancia estadistica en el aumento de la edad, con un
OR de 1.04 (Intervalo de Confianza del 95%: 1.02 - 1.08). Estos hallazgos fueron respaldados

por valores de p significativos de 0.008 y 0.04, respectivamente.

Por otro lado, las variantes 20A, 20C, y Omicron no mostraron asociaciones significativas
con la edad. Sus valores de p no fueron significativos, lo que sugiere que no hay diferencias
sustanciales en la probabilidad de ciertas edades entre las personas infectadas con estas
variantes. En cuanto a las variantes recombinantes, no se encontré una asociacion
significativa con la edad. El valor de p fue de 0.4, lo que indica que no hubo diferencias

sustanciales en la probabilidad de ciertas edades.
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Figura 8: Asociaciones entre el sexo femenino y el riesgo de hospitalizacién por COVID-
19.
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Se realiz6 una regresion logistica multivariada para determinar asociasiones entre el sexo
Femenino y el riesgo de hospitalizacion. Se encontré una asociacion significativa entre el
sexo Femenino y las variantes recombinantes, con un OR de 4.6 e intervalos de confianza
entre 1.1 y 14. Al analizar las demé&s variantes no se observaron asociacioness
estadisticamente significativas que indiquen que el sexo femenino es un factor predisponente

en la probabilidad de ser infectado con alguna otra variante.
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Figura 9: Asociaciones entre la Hospitalizacion y las variantes identificadas en pacientes
con COVID 19
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Se utilizé un modelo de regresion logistica multivariada para investigar la asociacion entre
diferentes variantes del SARS-CoV-2 y la hospitalizacion. Se observo que varias variantes:
"20A", "20B (Zeta)", "20C" y "Delta", se asociaron significativamente con un mayor riesgo
de hospitalizacién, con ORs que oscilan entre 2.23 y 3.65. Estos hallazgos indican que las
personas infectadas con estas variantes especificas del SARS-CoV-2 tuvieron una mayor
probabilidad de requerir hospitalizacion en comparacion con las que fueron infectadas con la

variante 19B.

Por otro lado, algunos resultados no mostraron significancia estadistica, las variantes "20J
(Gamma, V3)", "Omicron" y las variantes recombinantes no mostraron una asociacion

estadisticamente significativa con la hospitalizacion.

64



IX. ANALISISY DISCUSION DE RESULTADOS

El SARS CoV 2 se diversifico alrededor del mundo, las variantes no se han limitado a una
region especifica y todas estas estuvieron presentes en Nicaragua. En el primero de los casos,
la variante del clado 19B no fue clasificada como una variante de preocupacion, sin embargo
es una de las variantes que fue identificada con mayor frecuencia en los genomas analizados
en Nicaragua. Esta variante marcé el primer indicio de diversificacion del SARS CoV 2,y
circuld durante los primeros meses en el Mundo junto al primer SARS CoV 2, 19A.

Las variantes de preocupacion (Variants of concerns - VOC), por su parte, tienen la capacidad
de cambiar el panorama epidemioldgico de los paises, y se han presentado con una frecuencia
mayor que las demas variantes. De las VOCs que han circulado en Nicaragua, las que se han
identificado con mayor frecuencia son Omicron, Delta, gamma, de manera similar que en
otras zonas del mundo. Estas variantes, en particular Delta y Omicrdn, han demostrado ser
altamente transmisibles y han sido responsable de aumentos significativos en los casos de
COVID-19 en todo el mundo, por lo que desde un punto de vista espidemiolégico, la alta

frecuencia de las variantes Delta y Omicron en Nicaragua no es inesperada.

Sin embargo, las variantes de preocupacion Alpha y Beta fueron identificadas con muy baja
frecuencia, esto contrasta con la situacion de otros paises donde estas variantes se
identificaron con gran frecuencia, existen varios factores que pudieron influir en este
comportamiento. Es probable que haya habido una baja introduccion de estas variantes al
pais durante el pico de transmision del resto de paises en donde circulaban. Aungue
Nicaragua no cerr6 sus fronteras, las medidas de control fronterizo de los demas paises, la
restriccion de viajes internacionales y la cuarentena obligatoria para los viajeros, pueden
haber limitado la entrada de estas variantes al pais. Ademas de esto, es probable que haya
habido una especie de competencia con otras variantes que ya circulaban en el pais durante
la introduccion de Alpha y Beta y que a la par de este escenario la poblacion haya sido
inmunizada de manera natural por las variantes circulantes anteriormente, bloqueando la

diseminacion de estas variantes.

El analisis de las frecuencias de los linajes Pangolin muestra la presencia de mdaltiples

sublinajes. La presencia de maltiples sublinajes de las variantes Omicron y Delta, como se
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ha observado en el andlisis, es un fenémeno que ha sido informado en otros lugares del
mundo. Esto puede deberse a la alta tasa de mutaciones en la proteina spike de Omicron, lo
que le permite evadir la inmunidad adquirida por infeccion previa o por vacunacion. Esto
resulta en una seleccién positiva de variantes con mutaciones especificas que les permiten
evadir la inmunidad y, por lo tanto, se pueden propagar mas facilmente, dando lugar a que la
replicacion del virus aumente y por ende también aumente la tasa de mutaciones que da lugar

al surgimiento de estas nuevas variantes

El analisis de las mutaciones identificadas en el genoma del SARS-CoV-2 revela una
diversidad genética significativa en la poblacion de virus circulantes. Las mutaciones mas
frecuentes se distribuyen en diferentes regiones del genoma, incluyendo las proteinas M, N,
ORF1la, ORF1b, ORF3a, ORF8y S entre diferentes variantes (ver Anexo 5)

Las mutaciones que aparecen y desaparecen entre las variantes del SARS CoV 2 forman parte
de un proceso normal y estan relacionadas al proceso cambiante del virus e indica que ha
habido una constante evolucién del virus durante el tiempo que ha circulado. Las mutaciones
del gen ORF1a T29671 y T32551, la mutacion ORF1b:P1342S y la mutacion D614G del gen
S sobresalen porque han venido presentandose en todas las variantes. La razén bioldgica es
que estas mutaciones le han dado una ventaja al SARS CoV 2 para su supervivencia. Algunos
estudios indican que la mutacion S:D614G le brinda al SARS CoV 2 una mayor capacidad
infectante, ademas de un aumento en la tasa de infectividad (Korber et al., 2020; Zhang et
al., 2020). Por esto mismo, aquellas variantes que presentan esta mutacién sobreviven y son
las que causan las nuevas olas de contagio. En las variantes identificadas en Nicaragua estas
mutaciones son las que se presentan en mayor frecuencia de una variante a otra. Entre todas
las variantes se observa que Omicrén es la que presenta la mayor diversidad genética, esto
puede observarse en el alto nimero de mutaciones y también en la diversidad de sus

sublinajes.

La proteina S tiene ademas un alto numero y frecuencia de mutaciones con respecto a las
mutaciones de las otras regiones, en las variantes Delta y Omicrén las mutaciones
aumentaron en diversidad y frecuencia, esto indica que la variante Delta y posteriormente
Omicron son muy diferentes al primer SARS CoV 2 identificado en el 2019. La proteina de

spike del SARS CoV 2 es codificada por el gen S, el alto nimero de mutaciones en este gen
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es importante debido a que esta proteina es la encargada de la introduccién del virus a las
células, y ademas, las vacunas estan dirigidas a reconocer la proteina S, mientras mas
mutaciones posee la proteina S hay una mayor probabilidad de que haya evasion a la

respuesta inmune y una mayor capacidad de infectividad.

Las mutaciones de la region S del genoma del SARS-CoV-2 son de gran relevancia debido
a su asociacion con cambios en la transmisibilidad y la interaccion con el receptor ACEII. La
proteina de Spike, codificada por el gen S es la proteina target de la mayoria de las vacunas.
Las mutaciones de la regidon S que solo comparten Delta y Omicron son un indicio de que al
paso del tiempo se dio origen a nuevos cambios en el ARN del SARS CoV 2 y que estos
cambios brindaron una ventaja evolutiva al SARS CoV 2 pues las variantes que no contienen
estas nuevas mutaciones desaparecieron. Las mutaciones en esta region son muy importantes

pues pueden conferir mayor o menor tasa de infectividad.

En esta investigacion también se identificd una frecuencia predominante de mutaciones en
los genes de marco de lectura abierto ORF (ver Anexo 5). Previamente se ha documentado
que las mutaciones en estos genes pueden modificar el comportamiento del SARS CoV 2
pues estan involucrados en el ensamblaje de proteinas no accesorias que pueden aportar a

que el virus pueda evadir la respuesta inmune y aumentar su tasa de infectividad (Priif, 2022).

El anélisis del porcentaje de positividad indica que durante el periodo de marzo a julio del
2020, hubo una alta proporcion de casos positivos de COVID-19, con cerca del 80% de las
muestras siendo positivas. Hubo un aumento durante Marzo - Abril y después una explosion
en el porcentaje de casos positivos, esta situacion marco la primera gran ola de la pandemia.
La poblacion en este periodo no tenia inmunidad previa y el SARS-CoV-2, al ser un nuevo
patdgeno, no habia circulado antes en la poblacion humana, por lo que la mayoria de las
personas no tenian inmunidad previa contra él. Esto hizo que la propagacion del virus haya
sido mas facil y rapida, y que la tasa de infeccion aumente significativamente en poco tiempo.
Posteriormente se observan otros picos, con un porcentaje de positivas mas pequefios o con

un lapso de tiempo mucho mas corto.

La inmunidad adquirida, junto a las campafias de vacunacion pudo haber provocado un

descenso significativo en Noviembre - Diciembre del 2021, el porcentaje de positividad mas
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bajo en toda la pandemia hasta esa fecha, sin embargo, continu6 el surgimiento de nuevas
olas en el 2022. Estos picos de positividad fueron mas marcados y en periodos de tiempos

mas cortos.

El comportamiento del SARS CoV 2 en el porcentaje de positividad es muy caracteristico.
Desde la introduccion se observan diferentes diferentes picos en la positividad del SARS
CoV 2. Resulta muy llamativo que por cada afio, se observan 3 picos en el porcentaje de
positividad. Aunque se requieren realizar analisis adicionales, los datos sugieren que el SARS
CoV 2 podria tener un comportamiento estacional con una tendencia a que haya un brote al
final de un afio y al inicio del siguiente, durante los meses mayo-abril y finalmente entre

agosto y octubre.

La variante 20B (Zeta) fue la primera variante en ser identificada mediante secuenciacién
gendmica en Nicaragua, detectada en el departamento de Jinotega en marzo de 2020. Desde
entonces, se han registrado varias variantes, con la mayoria de ellas apareciendo en el

departamento de Esteli.

Durante el mes de marzo se identificaron mas de una variante en las muestras secuenciadas.
La identificacion casi simultanea de cuatro variantes diferentes de COVID-19 en diferentes
ciudades de Nicaragua sugiere que es poco probable que la propagacion del SARS CoV 2y
la COVID 19 en el pais hayan sido provocadas por una Unica variante. Es posible que estas
variantes hayan sido introducidas por diferentes vias y de forma independiente en diferentes
partes del pais. Sin embargo, es importante destacar que se necesitan mas datos
epidemioldgicos y de secuenciacion para determinar con certeza como estas variantes

entraron en Nicaragua y se propagaron en el pais.

A pesar de que Managua es una ciudad muy importante por su alta densidad poblacional, por
albergar al aeropuerto internacional, por su dinamica social y comercial y a pesar de que
posee la mayor cantidad de secuencias genémicas, las variantes fueron identificadas por

primera vez diferentes departamentos del pais.

Al analizar los resultados en cuanto a la distribucion temporal, se observa que en diferentes
momentos en el tiempo hay una co-circulacion de variantes a medidas que éstas emergen y

que al final de un periodo existe la dominancia de una sola variante. Esto se observo en
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Nicaragua principalmente en el 2020, cuando circularon durante los primeros meses, donde
co circulan los clados 20B (Zeta), 19B, 20A, 20C, pero hay una clara dominancia de 20B,
posteriormente en el 2021 se observa la circulacion de Delta, 20J (Gamma, V3), 201 (Alpha,
V1), 20H (Beta, V2), 21G (Lambda), 19A y 21H (Mu), pero quienes prevalecen en dos
momentos diferentes del 2021 son 19B y Delta. Esto sugiere que existe una especie de
competencia entre las variantes, en la que finalmente gana una variante, que domina por un

tiempo hasta ser reemplazada por otra nueva.

Desde un punto de vista bioldgico - evolutivo , la competencia es un proceso clave en la
seleccion natural de las especies ( en este caso variantes) mas aptas para sobrevivir y
propagarse. En el caso del SARS-CoV-2, se han identificado varias variantes a medida que
el virus ha continuado propagandose por Nicaragua. Algunas de estas variantes, como la
variante Delta, se han propagado con mayor rapidez y eficacia que otras. La competencia
entre las diferentes variantes se produce a nivel molecular, donde mutaciones especificas en
el genoma del virus pueden proporcionar ventajas selectivas que les permiten propagarse mas
rapidamente. Esto es soportado por el analisis de las mutaciones (figura 3) que muestra que
las variantes que mas mutaciones acumulan en su genoma, en orden ascendente son Gamma
V3, 19B, delta y Omicron. Estas variantes son las que mas han dominado en el transcurso de

la pandemia en el pais.

Ademas, al observar los cambios en la circulacion de las variantes en el tiempo, se observa
que cada nuevo pico en el porcentaje de casos positivos es ocasionado por una nueva variante.
Durante el 2020, en el pico que va de Abril a finales de junio hubo un predominio de la
variante de clado 20C, en el mes de Julio inici6 a dominar 20B (Zeta) y provoca un nuevo
pico que va de agosto a septiembre, finalmente hay un nuevo aumento en el mes de Diciembre
del 2020 a febrero del 2021 que coincido con la introduccién del clado 19 B, posteriormente

esta variante se posiciona como la variante dominante.

En el 2021 se da la introduccion de la variante 20J Gamma V3, esta variante, a pesar de que
no domina, su introduccién coincide con el aumento del porcentaje de positividad del pico
que se da de Abril a Julio. Delta empieza a dominar en el mes de Agosto y provoca otro
aumento de la positividad. Al finalizar el 2021 Omicrén es introducido al pais, domina sobre

delta'y durante el mes de Enero del 2022 provoca otro pico en el porcentaje de la positividad.
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Hasta ese momento se observo que una introduccion provocaba un aumento en el porcentaje
de positividad, sin embargo, la variante Omicron prevalecio hasta Septiembre del 2022 y

durante este afio se observan otros dos nuevos picos del porcentaje de positividad.

La caracterizacion de las variantes mediante la metodologia pangolin muestra que la variante
nombrada por la OMS como Omicrén se diversificd en otros sublinajes. El sublinaje que
provoco el primer pico fue BA.1. Los datos sugieren que el segundo pico fue provocado por
Omicrén BA.2 y el ultimo pico que se observo coincide con la introduccién de Omicrén
BA.5. Si el SARS CoV 2 tuviera un comportamiento estacional, se podria esperar un nuevo
aumento y una posible nueva introduccion al mes de diciembre del 2022, sin embargo esto

es solo una asuncion.

Managua es el departamento que mas secuencias aporto para el analisis de esta investigacion.
Existen multiples razones que explican la alta frecuencia de secuencias procedentes de
Managua, entre las que destaca que el Centro Nacional de Diagnostico de Referencia, donde
se lleva a cabo el diagnostico y la secuenciaciéon del SARS CoV 2, esta ubicado en la ciudad
de Managua, lo que facilita que los centros asistenciales tengan un facil y rapido acceso al
transporte de las muestras, ademas en Managua existe un nimero grande de Centros y
Hospitales de Referencia Nacional. Es importante sefialar que, ademas, solamente Managua

posee mas del 20 por ciento de la poblacion Nicaraguense.

El nimero de muestras secuenciadas podria estar relacionada con la calidad de la muestra, y
esta a su vez esta relacionada con la distancia. Las muestras bioldgicas que son transportadas
desde las zonas mas lejanas al CNDR corren el riesgo de ser degradadas por las temperaturas,
las condiciones del transporte y el tiempo que pasa desde la toma de muestra hasta ser
procesadas. La frecuencia del nimero de secuencias analizadas por departamentos no
necesariamente esta ligada a la incidencia de los casos de COVID-19. Existe la probabilidad
de que aspectos sociales, linguisticos, culturales, asi como la calidad de las muestras influyan

en el nimero de frecuencias analizadas.

Las variantes se distribuyeron de manera similar en todo el territorio Nacional. Esto indica
que una vez que las variantes fueron introducidas al pais estas se diseminaron por todos los

departamentos de Nicaragua.

70



Durante el 2020 hubo circulacion de las variantes mas parecidas al SARS CoV 2 Original
en todos los departamentos. Durante el 2021 se introdujeron mas variantes, convirtiéndose
Delta en la variante mas dominante de este afio. Durante el 2020 y el 2021 hubo una
distribucion diversa de las variantes circulando en el pais, sin embargo, en el 2022 se detuvo
la introduccion de nuevas variantes y Omicron se convirtio en la variante dominante, y una

vez dominando la circulacion en el pais, empez6 se empezé a diversificarse.

El presente estudio utiliz6 datos de vigilancia nacional de COVID 19 para investigar el
impacto de las variantes genéticas del SARS CoV 2 en el estado de los pacientes con COVID
19 analizando el sexo, la edad y el estado de la hospitalizacion. Es importante reconocer la
influencia potencial del sesgo de muestreo de la vigilancia Nacional en la investigacion.
Durante el transcurso de la pandemia no se pudo controlar la manera en que el ministerio de
Salud realizaba el muestreo. La manera que se realizd el muestreo pudo cambiar segun
cambiaba la situacion epidemioldgica del pais, lo que puede introducir sesgos en la

representacion de la muestra en la presente investigacion.

La secuenciacién gendmica permitié analizar el genoma completo del SARS CoV 2 en
Nicaragua y relacionar el resultado del analisis gendmico con caracteristicas del paciente. La
distribucion de las variantes identificadas en este estudio parecen ser heterogéneas con
respecto al numero. Variantes como Omicron, Delta o 19B sobresalen en nimero con
respecto a las demas. Esto puede ser atribuible al periodo en el que circularon las variantes.
Diversos autores muestran que para el 2020 hubo una clase de competencia entre las variantes
circulantes y el nimero total de casos era provocado por fracciones de distintas variantes en
las que se encuentran las variantes 19A, 19B, 20A, 20B y 20C durante el 2020 y principios
del 2021 en Paises como Inglaterra, pero también paises de la regién como Costa Rica y
Colombia (Castafieda et al., 2021; Mishra et al., 2021; Molina-Mora et al., 2021). Al igual
que en esta investigacion, Delta y Omicrdn son las variantes que reportan mayor nimero de

observaciones a nivel mundial segln la plataforma GISAID. (GISAID, 2022).

La distribucion del sexo es mayor en personas del sexo femenino que en el masculino, sin
embargo no se encontrd asociacion entre el sexo y la probabilidad de ser infectado con
variantes especificas, a escepcion de las variantes recombinantes. Aungue se halla encontrado

esta asociacion, es importante destacar que las variantes recombinantes se han originado a lo
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largo de la pandemia y durante todo este periodo han surgido y desaparecido muchas
variantes recombinantes. No existe un patron de aparicion de estas variantes y tampoco un
periodo especifico en el que hayan circulado. Los estudios hasta la fecha han encontrado
asociaciones entre el sexo y algunas variantes en condiciones donde algunas caracteristicas
demograficas, sociales o econonémicas modulan las caracteristicas de los brotes. Para tener
un panorama mas claro deberian revisarse otras variables como el periodo de circulacion, la
localidad, la ocupacion, entre otros factores que pueden estar modulando este

comportamiento.

Es probable que en Nicaragua las mujeres sean el grupo mayor diagnosticado, pero no
necesariamente el grupo con mas probabilidades de infeccion. Este fendmeno ha sido
observado y reportado también en otras poblaciones (Kharroubi & Diab-El-Harake, 2022).
Esta distribucion podria estar influenciada por factores como la deteccion y el acceso a los
servicios de atencion medica y los aspectos culturales y no necesariamente al hecho de que

las mujeres son mas suceptibles.

En términos de la hospitalizacién de los casos reportados, aproximadamente el 31.4% de los
pacientes requirieron ser hospitalizados (ver Anexo 3). Si bien este porcentaje no debe
tomarse como una medida directa de la gravedad de la enfermedad, sugiere que una
proporcidn significativa de pacientes present6 sintomas lo suficientemente graves como para
requerir atencion hospitalaria. Al determinar asociaciones, el presente analisis reveld una
asociacion estadisticamente significativa entre las diferentes variantes (20A, 20B (Zeta), 20C
y Delta) y riesgos de hospitalizacion més altos con respecto a otras variantes.

Segun los datos del sitio GISAID, las variantes 20A, 20B (Zeta) y 20C fueron las primeras
variantes del SARS CoV 2 y circularon al inicio de la pandemia. Durante esta etapa la
poblacién estaba vulnerable, no se tenia inmunidad previa y aun no habian vacunas
disponibles, todos estos factores pudieron influir en que éstas variantes estan asociadas con
la hospitalizacion. Sin embargo los mismos registros del GISAID indican que la variante 19B
se mantuvo en la poblacion por un tiempo mas prolongado circulando desde el 2020 hasta el
2021.
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En el presente analisis, la variante 19B muestra una asociacion protectora a la hospitalizacion
con respecto a otras variantes, es decir las variantes 20C, 20B y Delta parecen estar asociadas
con un mayor riesgo, mientras que la variante 19B estd asociada con un menor riesgo en
comparacion con otras variantes. Es probable que la variante 19B al haber circulado por mas
tiempo, la poblacién desarrollé inmunidad y la habilidad para sobrellevar las infecciones
cuando se infectd con esta variante. Esta hipotesis es respaldada con el analisis descriptivo
de las mutaciones donde se observa que la variante 19B presenta un nimero importante de
mutaciones en comparacion con otras variantes. (Ver figura 3 y Anexo 5). Las mutaciones
pueden ser interpretadas como una huella molecular del tiempo de circulacion de los virus,
la variante 19B al tener muchas mutaciones, indica que circuld por mayor tiempo entre la

poblacién intentando adaptarse y desarrollando nuevos mecanismos de supervivencia.

En Nicaragua la variante Delta estuvo circulando desde Abril 2021 casi junto al inicio de la
vacunacion contra la COVID 19 en el pais (Maier et al., 2022), a pesar de la inmunidad
previa y de la vacunacion esta variante estuvo asociada a hospitalizacion. Este mismo hecho
fue reportado por diversos autores (Greene et al., 2023; Harris, 2022). La variante Omicron
fue muy importante en el panorama epidemiologico mundial, a pesar de esto, en esta
investigacion se muestra que el riesgo de hospitalizacion fue menor entre los pacientes
infectados con la variante Omicron, en comparacién con la variante Delta. Esto sugiere que
las caracteristicas genéticas de la variante Delta prevalecieron sobre la inmunidad, ain
cuando esta fue inducida por la vacunacion. Estos hallazgos sugieren la existencia de
diferencias en la susceptibilidad a la hospitalizacién entre diferentes variantes del SARS-
CoV-2.

La relacion entre una variante especifica y la hospitalizacion puede ser compleja y estar
influenciada por varios factores. Estos factores pueden incluir la combinacion de ciertas
mutaciones y caracteristicas genéticas, la capacidad de transmisién, la respuesta inmunitaria

del huésped y la efectividad de las medidas de control y prevencion.

Es posible que la variante Delta, a pesar de tener la mutacion D614G como la variante 19B,
presente otras mutaciones o caracteristicas que contribuyan a su mayor riesgo de

hospitalizacién en comparacion con la variante 19B. Estas mutaciones adicionales podrian
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afectar la capacidad de replicacion viral, la evasion inmunitaria o la interaccion con las

células huésped, entre otros factores.

Las variantes son originadas por los cambios en el genoma del SARS CoV 2. El impacto en
la enfermedad severa u hospitalizacidn estd modulada por todo una gama de caracteristicas
propias de cada variantes como combinacion de mutaciones, caracteristicas fenotipicas

propias de cada variante y periodo de circulacion.

La identificacion y el seguimiento de las variantes del virus en Nicaragua son cruciales para
entender como se propaga la enfermedad en la poblacion local. Esto permite a las autoridades
de salud publicay a los profesionales médicos implementar medidas de control y prevencion
méas efectivas, como campafias de vacunacion dirigidas, politicas de cuarentena y

aislamiento, y estrategias de comunicacion publica.

Diferentes variantes pueden tener distintas caracteristicas en términos de transmisibilidad,
severidad de la enfermedad y eficacia de las vacunas existentes. Comprender estas

diferencias es crucial para adaptar las estrategias de salud publica y los tratamientos médicos.

La pandemia de COVID-19 ha sido un problema global, y cada pais aporta informacion
valiosa sobre el comportamiento del virus. Los datos de Nicaragua pueden agregar al
entendimiento global de las variantes del virus, especialmente en el contexto de

Centroamérica.

La investigacion sobre las variantes del SARS-CoV-2 también es fundamental para la
preparacion frente a futuros brotes. Entender como evoluciona el virus y como se propagan

las variantes puede ayudar a anticipar y mitigar futuras pandemias.
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CONCLUSIONES

Se determinaron las variantes circulantes del SARS CoV 2 entre Marzo 2020 y
Septiembre 2022: 19A, 19B, 20A, 20B (Zeta), 20C, 20J (Gamma, V3), Delta,
Omicrén y variantes recombinantes. Las variantes evolucionaron acumulando
cambios genéticos que dieron origen a nuevas variedades genéticas. Cada variante
posee mutaciones en diferentes partes del genoma. Las mutaciones més frecuentes
fueron S:D614G, ORF1a:T29671, ORFl1a:T32551 y ORF1b:P1342S. Las variantes

gue mas mutaciones poseen son en orden descendente Omicron, Delta'y 19B

Durante el tiempo han surgido y desaparecido diferentes variantes y ha existido una
especie de competencia entre ellas. Hay unas variantes que predominan por periodos
y luego son reemplazadas por otras. Durante el 2020 circularon las variantes Alpha,
Beta, 19A, 20B y 20C. Durante el 2021 prevalecio Delta durante el segundo semestre
después de dominar por encima de 19B y Gamma V3. Durante el 2022 ha
predominado Omicron. Se dieron origen a sublinajes de la variante omicron y los
linajes BA.1, BA.2 y BA.4 provocaron un aumento en la positividad en Nicaragua
durante periodos especificos. En general la introduccion de nuevas variantes ha

provocado picos de porcentaje de positividad altos.

Las variantes fueron identificadas por primera vez mediante la vigilancia del SARS
CoV 2 en diferentes puntos de Nicaragua desde donde se propagaron por todo el
territorio nacional. La mayoria de las variantes analizadas proceden de Managua,

seguido de los departamentos de Matagalpa, Esteli y Leon.

Se identificd asociacién entre el aumento de la edad y la probabilidad de
hospitalizacién. También se identifico una asociacidn entre las variantes 20A, 20B
(Zeta), 20C y la variante Delta con un aumento en la probabilidad de Hospitalizacion,
por el contrario se encontrd asociacion entre la variante 19B y una disminucion en el
riesgo de hospitalizacion. El sexo femenino se encontr6 asociado a un aumento en el

la probabilidad de infeccidn con las variantes recombinantes.
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Xl.  RECOMENDACIONES

En los dltimos 12 afios, solo en las Américas hemos sido testigos de dos pandemias y la
emergencia de enfermedades como el Zika y el Chikungunya, asi como una de las méas
grandes epidemias de dengue registradas durante el 2019. Estos eventos destacan la urgencia
de adoptar enfoques basados en la gendémica para fortalecer la epidemiologia y la
comprension de las enfermedades infecciosas a nivel de pais. Con esto en mente, se presentan

las siguientes recomendaciones.
A los equipos Epidemioldgicos del Ministerio de Salud:

1. Reconocimiento del Trabajo Actual: Se reconoce y valora el destacado trabajo
realizado por los equipos epidemiol6gicos en la colaboracion con el laboratorio
Nacional de Virologia en la vigilancia genomica de enfermedades como el
Dengue y la COVID-19. Los esfuerzos en este ambito han contribuido
significativamente a la comprension de las enfermedades, la presente

investigacion es prueba de eso.

2. Continuidad en la Vigilancia Gendmica: Se recomienda continuar y potenciar los
esfuerzos en la vigilancia genémica de enfermedades prioritarias, manteniendo
un foco particular en aquellas de alta prevalencia, transmisibilidad y con un alto
potencial epidémico , como el Dengue y la COVID-19. La constante actualizacion
y monitorizacion genémica son fundamentales para anticipar y mitigar posibles

brotes y mutaciones.

3. Expansion de la Vigilancia a Otras Areas: Basandonos en la experiencia adquirida
y en la infraestructura ya existente, se sugiere expandir las iniciativas de
investigacion y vigilancia gendémica a otros microorganismos de interés,
especialmente aquellos con potencial desarrollo de resistencia a antibioticos. La
diversificacion en las areas de vigilancia permitira una respuesta mas rapida y

efectiva ante diversos retos epidemioldgicos.

4. Potenciacién de Iniciativas Existentes: Aunque existen actualmente varias

iniciativas en marcha, se requiere un impulso significativo en el desarrollo y
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financiamiento de proyectos que aborden la resistencia a antibidticos y otros
problemas emergentes. Potenciar dichas iniciativas permitira mejorar la
vigilancia gendmica en el pais y contribuira al fortalecimiento del sistema de

salud publica.

5. Colaboracion Multidisciplinaria: Se aconseja fomentar la colaboracion entre
diferentes disciplinas y sectores, promoviendo la integracion de conocimientos y
la optimizacién de recursos. La colaboracion multidisciplinaria es clave para el
avance cientifico y la aplicacion efectiva de la vigilancia gendmica en el &mbito

de la salud publica.
A las universidades:

1. Es crucial que las universidades consideren la inclusién de temas relacionados con la
secuenciacion y estudio del ADN y ARN, asi como herramientas bioinformaticas que
permitan su analisis en areas de estudio de las enfermedades infecciosas con el
objetivo de prepararse adecuadamente para nuevas pandemias y epidemias de
enfermedades infecciosas emergentes. La secuenciacion genomicay las herramientas
bioinforméaticas desempefian un papel fundamental en la identificacién vy
caracterizacion de patdgenos, asi como en la comprensién de su origen, evolucion y
mecanismos de transmision. Al incluir estos temas en los programas académicos en
el campo de las enfermedades infecciosas, las universidades estaran brindando a los
estudiantes las habilidades necesarias para abordar los desafios emergentes en la
salud global y contribuir de manera significativa a la prevencion, diagndstico y
control de futuras pandemias y epidemias.

2. Enel contexto de programas de posgrado dirigidos a la investigacion epidemioldgica,
es fundamental considerar la incorporacion del uso de herramientas mas flexibles
para el analisis de datos, como R y/o Python. Estas herramientas de programacion y
analisis estadistico ofrecen una amplia gama de funcionalidades y capacidades que
son altamente relevantes en la investigacion cientifica y el estudio de enfermedades
con potencial pandémico. R y Python permiten el manejo eficiente de grandes
conjuntos de datos, el analisis estadistico avanzado, la visualizacién de resultados y

la implementacion de modelos predictivos. Al incluir estos temas en los programas
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de posgrado, las universidades brindaran a los estudiantes las herramientas necesarias
para abordar de manera efectiva los desafios epidemioldgicos y estadisticos asociados
con enfermedades infecciosas de importancia global. Ademas, esto fomentara la
colaboracion interdisciplinaria y el avance de la investigacion en el campo de la salud
publica.
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ANEXO 1: OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE

INDICADORES

DEFINICION
OPERACIONAL

VALORES

ESCALA DE
MEDICION

\/ariante

\ariantes del SARS
CoV 2

Grupos de virus SARS
CoV 2 que poseen
mutaciones
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genoma
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20A
20B
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Delta
Eta
Epilson
Gamma
lota
Kappa
Mu
Lambda
Omicron
Theta

Zeta

Nominal




AY.1
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AY .4
> .. _BA1
Diversidad  genética
Sublinaje Sublinaje dentro de las variantes|BA.2 Nominal
Delta y Omicron.
BA.3
BA.4
BA.S5
BQ
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expresadas por las|Mutaciones del
Mutaciones | Ueciones  delariantes del SARS[SARS CoV'2  |nominal
SARS CoV 2 CoV 2
NUmero de
mutaciones
NuUmero dejnimero de ) ]
] ] expresadas por las|Unidades Continua
Mutaciones Mutaciones

variantes del SARS
CoV 2




Fecha de

aparicion

Fecha de aparicion
del virus en el lugar

de procedencia

Fecha especifica en

que una  persona
empezd a presentar
sintomas  atribuibles
por laboratorio a una
infeccion por SARS
CoV 2, 0 en caso de
desconocer esta fecha,
la fecha en que se

toma la muestra.

Fechas

continua

Fecha de Toma

de muestra

Fecha de Toma de

muestra

Fecha en la que se
tomd una muestra a
una persona  con
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Continua
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la muestra
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muestra

Departamento o donde
se toma la muestra a
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COVID 19.

con

Boaco
Carazo,
Chinandega,
Chontales,
Estelli,
Granada,
Jinotega,

Ledn,

Nominal




Madriz,
Managua,
Masaya,
Matagalpa,
Nueva Segovia,
Rio San Juan,
Rivas.

Region
Autonoma de la
costa caribe

Norte.

Region
Autonoma de la
costa caribe
Sur.

\ariantes

circulantes
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Delta vy
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BQ
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ANEXO 2: FICHA EPIDEMIOLOGICA PARA LA RECOLECCION DE DATOS
PARA LA VIGILANCIA DE VIRUS RESPIRATORIOS

x scbierna de Reconciliacidn
f = By & Pushlo, FasaldsrdT Ministerio de Salud de Nicaragua
Direccion General de Vigilancia para la Salud
Publica
Formulario para la vigilancia integrada de IRAG ( )/ ETI () / IRAG Inusitada ()

No de caso:
Unidad de Salud:

consulta por este evento:
Fecha de consuita L

]

1. DATOS DEL PACIENTE: Menorde Sanos ( ) Mayor de 5 afios ()

Nombre y apellidos

Sexo: M( ) F( )Fechanacimiento:.......[.......[...... Edad: Afios:........... (<1a)Meses: .......... (<1m)Dias:..........

Departamento de Procedencia: Municipio:

Darmno, vireccion y eiertono. Urbano( ) Rural{ )

[ aprlacion. L IHe e el 1] o |
ArtinciEtohc™) yuci( )I Diagnéstico:

Antecedentes de vacunacion: Presenta tarjeta de vacunacion: S| ( ) NO ()

Vacuna: Aplicada: 2 Cual? No de dosis: Fecha ultima dosis:
EEULERL STLTNO 1 JND sape 1 ] T remavaerne........_1_ 1 P Toieees
A meTnococical STt T Mo T Mo sane 1T 1 [ conuogana 17 Ponsacanaa P P— —

- - - qugﬁgmmm —

Anti neumococica Si()No()Nosabe ()

STACTOar, 1 F e T, 11 P o

Anti influenza Si()No () Nosabe () Oty

Condiciones preexistentes (marque con X si esta presente) __

wonaicion =21 NO NS wonaicion =21 NO No | vonaicion =11 NO nNo

Cancer Enfermedad cardiaca Desnutricion

Diabetes Asma Obesidad

VIH EPOC Embarazo (Semanas: )

Otra inmunodeficiencia Otra Enf. pulmonar Tx con corticosteroides

Enf. Neurologica cronica Otra:

2. Datos clinicos
Fecha de inicio de los sintomas: ..... N TR AT
F[A[IEEtaciones [ ST [ NO | NS [ WMannestaciones cnmeas [ ST | Wo [ VS| Ff{[Igs@cones [ ST [ No| NS |

[FTTeDTe Traes TOTOoT s curar 1 arooorar
(TUolor ae gargania ESuiaor Exaniema
1o TOmmoS, eSS gererar
[FCsomuaos moerancia vio Celargia o nmoonsciencia
[T oTaTTe TUTTTOTSTOTTE S

oecrecion nasal LOIOr ae cabeZa uitral /s wual s ).
OO g T sn oo e, OO TS
[ TragoTpTTE R DOTOT 00 OTTTen

Uso de antibidticos durante la Gltima semana: Sl ( ) No () No Sabe ()

Sl gz “BI7, Cuasitos andibéstioas le die? _ jCudlss antibiéticos e @6a? Cuamies dias ke dio &l dlgims

amlibiotice: Wia: Oral (] Paramdaral [ ] Arsbas | ]

Anecaedana o usSo O aativirakes: 5i| )Mo [ | NomEes del antivina

Fecha d= 12 dosis /) Fecha de uitima doss_{ MNo de doss administrada




Consalidado o inflirada aheclar { ) Daramen pardssumdnics ( ) Palidn abacld-inlarstical [rixia) [ ) Palndn wisesicil | |

Alrapamiania de aing { ) Olice, desritar

4. DATOS DE LABORATORIO:

4.1. Obtencion de muestra: Anote los examenes solicitados con una X

Hemocultivo SI( JNO( ) Fecha de toma:........ Jovizasiis foooitis
Cultivo Liquido Pleural: SI{ JNO( ) Fecha de toma:........ Fivivins I
Hisopado nasofaringeo: SI( ) NO( ) Fecha de toma ek
Lavado nasofaringeo: Sl ( ) NO( ) Fechadetoma:.. ... .../ ........
Hisopado orofaringeo: SI( NO{( ) Fecha de toma.......... ! R -

)

4.2 Resultados: (anote los resultados de los examenes solicitados)

Prueba m Resultado
[ L.IE['\ {Zé U'El"l Irus \a { ﬁ H
3 ar; n uenza'll arainfluenza 11l 'oca Células
Inmunofluorescencia RN AR %"” min 33 { )OIP £y O O O
Influenza A H1( ); Influenza A H3( ); Influenza AH1 2009( ); Influenza B(
PCR veerend Ao | ) Variante:
Otros virus:
Poca muestra { ) No Procesado ( )
Influenza A H1( ); Influenza A H3( ); Influenza AH1 2009( ); Influenza B( ),
Cultivo viral veedviindd s, | Variante:
Otros vin
Gram de hemocultivo: PPICTIN (et W
Gram de liquido pleural: it il aiiid s
0 0 1 = = 1 T T T T T
Hemocultivo: SEPINE SN S No procesado ()
TID ( J opn | Joua oaciena. Con@ammaaoy j mmnguna (] |
Cultivo de Liquido pleural: | ....... - f.. No procesado ( )

4.3. Susceptibilidad antimicrobiana: anote los antimicrobianos segun susceptibilidad

Sensible:

Intermedio:

Resistente:

AEaluive ingraads en Unidad de Culdeds libenaiva [BCIFT B[ ) Ne do dias ., ...... NO [ ), Vealilasian aaistida: (181,01
Ho Diagndsticos de EGrase:t, (g iereerbrmmemmmm e

Fecha de egreso:......Jo. ..o

Condiolon de egreso: Alta mojorado o Curado: | |, Abandoro © Fuga: | | Roferide a otro hospital: (), Falloolac [ )

% DLAHEANEY ENZEBET caso:

Insdecusdamenie invesiigado | | Probable NB (| | Probaibie MY | | IRAG no sspecificada | |
Canfirmade NB |_:| A le.-l:fu_jl_re badaias I.I-ﬂ;hprﬂh_:-l:lﬂn Descariado MB
1l

Canfirmade NY | | Acgenia efokigieo vida

Disicartade NY | |

Cainfeccian Bacienana y l.\'lrll.: |Aganluu
AUDIOICEE

2 & L ggreereeni o) ,

| Liens i Fichay: Mombine,, ., —" oFecha | ! Salln-




ANEXO 3: DISTRIBUCION DE VARIANTES

IDENTIFICADAS EN 1069

GENOMAS DEL SARS-COV-2 POR SEXO Y ESTADO DE HOSPITALIZACION
DE LOS PACIENTES.

Sexo n (%)

Hospitalizacion n (%)

Variante n (%) Masculino |Femenino|Sin dato |Si No sin dato

19A 1 (0.09%) |0 1 (0.09%) |0 0 0 1 (0.09%)
227 130 69 141 17

19B (21.2%) |97 (9.07%) |(12.16%) |0 (6.45%) ((13.18%) [(1.59%)
16 11

20A (1.49%) |8 (0.74%) |8 (0.74%) (O (1.02%) |5 (0.46%)|0
119 67 59 54

20B (Zeta)  |(11.13%) |52 (4.86%) [(6.26%) |0 (5.51%) |(5.05%) |6 (0.56%)
39 19 (1L.77 25 14

20C (3.64%) |20 (1.87%) |%) 0 (2.33%) |(1.31%) |0

20H  (Beta,

V2) 1 (0.09%) |0 1 (0.09%) |0 0 1 (0.09%) (O

201 (Alpha, 2

V1) 3(0.28%) (2 (0.18%) |1 (0.09%) |0 (0.18%) |1 (0.09%)|0

20J (Gamma,|88 48 24 32 32

V3) (8.23%) |39 (3.64%) [(4.49%) |1(0.09%) ((2.24%) [(2.99%) [(2.99%)

1 1
21C (Epsilon) |4 (0.37%) |3 (0.28%) [(0.069%) |0 (0.09%) |3 (0.28%)|0




21G

(Lambda) |7 (0.64%) |5 (0.46%) |2 (0.18%) [0 0 3 (0.28%) |4 (0.37%)
21H (Mu) |4 (0.37%) |1 (0.09%) |3 (0.28%) |0 0 4.(0.37%) [0
228 128 88 58 82
Delta (21.32%) |100 (9.3%) |(11.97%) |0 (8.29%) [(5.42%) |(7.67%)
299 111 185 42 67 190
Omicron (27.97%) [(10.38%) [(17.3%) |3 (0.28%)|(3.92%) |(6.26%) |(17.7%)
33 26 15 16
recombinant |(3.08%) |7 (0.65%) |(2.43%) |0 (1.4%) |(1.49%) |2 (0.18%)
1069 445 620 33  [399 334
Totales (100%) [(41.629%) |(57.99%) |4 (0.37%)|(31.4%) |(37.329%6) |(31.24%)




ANEXO 4: DISTRIBUCION DE LA EDAD DE LOS PACIENTES SEGUN LAS
VARIANTES IDENTIFICADAS
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IDENTIFICADAS MAS FRECUENTEMENTE
MEDIANTE SECUENCIACION GENOMICA EN LAS VARIANTE DEL SARS COV 2
EN 735 PACIENTES CON DATO DE HOSPITALIZACION
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ANEXO 6: CARTA DE AUTORIZACION PARA EL ANALISIS DE LOS DATOS

Sustainable Sciences Institute

AB0AE

Instituto de Ciencias Sostenibles

I

Managua, 10 de Noviembre de 2022

CARTA DE AUTORIZACION

Por este medio, autorizo a Gerald Nicolas Vasquez Aleman, Lic. Bioanalisis Clinico, trabajador activo del
Instituto de Ciencias Sostenibles y estudiante de la Maestria en Epidemiologia en el Centro de
Investigaciones y Estudios de la Salud (CIES UNAN Managua), a acceder a la base de datos de resultados
de secuenciacién del SARS CoV2, informacién del estudio de cohorte pediatrica y datos de las muestras
procesadas en el laboratorio de virologia del CNDR, en el periodo Marzo 2021 — Septiembre 2022 para ser
utilizados en el proyecto de investigacion de tesis titutado: “Epidemiologia molecular y evolutiva del
SARS CoV 2 en Nicaragua, Marzo 2021 - Septiembre 2022".

Autoriza

Coordinador de sitio ICS Nicaragua
SS| - Nicaragu S8l - California
Quinta Etapa, Los Robles 870 Market Street, Suite 764
Gasolinera Plaza el Sol, 2c al Sur 1c arriba San Francisco, California 94102
Casa No 85, Managua, Nicaragua Tel:+1.415,772.0939 | Fax: +1.415.772.9059

Telefax: +505.2254.7266







