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RESUMEN

El SARS-CoV-2 se propagd rdpidamente por el mundo causando alta morbilidad y
mortalidad, por lo que la secuenciacién de su genoma se volvié esencial. Numerosos
estudios han mostrado cdmo las variantes pueden influir en la hospitalizacién. Este estudio
buscé identificar el impacto de las variantes genéticas del SARS-CoV-2 en la probabilidad
de hospitalizacién. Se secuenciaron 1069 muestras de pacientes con COVID-19 en el
territorio nacional usando tecnologias de lllumina y Oxford Nanopore. Se realizaron anélisis
descriptivos y modelos de regresion logistica para determinar asociaciones entre las
caracteristicas del virus y el riesgo de hospitalizacidon. Los resultados principales mostraron
que las variantes mds frecuentes fueron omicrén y Delta (21.32%) y 19B (21.2%). Las
menos comunes fueron 21C (Epsilon) y 21H (Mu). Se identificaron mutaciones en las
regiones N, M, ORFs y S del genoma del SARS-CoV-2, incluyendo la mutacién S:D614G.
Se encontraron diferencias significativas en la edad de las personas infectadas con
distintas variantes. Hubo una asociacién negativa entre el aumento de la edad vy el riesgo
de infeccién con la variante 19B, y una asociacién positiva con las variantes 20B y Delta.
Ademds, se encontraron asociaciones entre las variantes 20A, 20B, 20C y Delta con el
riesgo de hospitalizacién. La edad fue un factor determinante en el riesgo de infeccién por
ciertas variantes. Algunas variantes aumentaban el riesgo de hospitalizacién, y la edad,
en combinacién con las caracteristicas genéticas de las variantes, influia en este riesgo.
El estudio concluye que se identificaron mutaciones de importancia epidemioldgica,
especialmente la mutacién S:D614G, y que ciertas mutaciones y caracteristicas genéticas
del virus pueden conferir mayor riesgo de hospitalizacién.

ABSTRACT

SARS-CoV-2 spread rapidly around the world, causing high morbidity and mortality, making
genome sequencing essential. Numerous studies have shown how variants can influence
hospitalization. This study aimed to identify the impact of SARS-CoV-2 genetic variants on
the probability of hospitalization. A total of 1069 samples from COVID-19 patients across
the country were sequenced using Illlumina and Oxford Nanopore technologies. Descriptive
analyses and logistic regression models were performed to determine associations between
virus characteristics and the risk of hospitalization. The main results showed that the most
frequent variants were Omicron and Delta (21.32%) and 19B (21.2%). The less common
variants were 21C (Epsilon) and 21H (Mu). Mutations were identified in the N, M, ORFs,
and S regions of the SARS-CoV-2 genome, including the S:D614G mutation. Significant
differences were found in the age of people infected with different variants. There was a
negative association between increasing age and the risk of infection with the 19B variant,
and a positive association with the 20B and Delta variants. Additionally, associations were
found between the 20A, 20B, 20C, and Delta variants and the risk of hospitalization. Age
was a determining factor in the risk of infection by certain variants. Some variants increased
the risk of hospitalization, and age, in combination with the genetic characteristics of
the variants, influenced this risk. The study concludes that mutations of epidemiological
importance were identified, especially the S:D614G mutation, and that certain mutations
and genetic characteristics of the virus can confer a higher risk of hospitalization.
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INTRODUCCION

Desde su identificacién por primera vez en diciembre de 2019, el Coronavirus del
Sindrome Agudo Respiratorio Severo 2 (SARS-CoV-2) y su enfermedad COVID-19 se
ha propagado rapidamente por todo el mundo (Al-Rohaimi & Al Otaibi, 2020), generando
652.2 millones de infecciones y 6.7 millones de muertes globalmente hasta diciembre del
2022 (Organizaciéon Panamericana de la Salud, 2022). Dado la importancia del virus y
sus consecuencias en hospitalizaciones a nivel global su genoma completo se publicé en
febrero del 2020 (Zhu et al., 2020). Como producto de su rdpida expansidn hacia nuevos
paises la COVID-19 fue declarada como emergencia sanitaria global por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) en marzo de 2020 (Organizacién Mundial de la Salud, 2020).

En plena era gendmica y con la aparicién de la COVID-19, la secuenciacién del SARS-
CoV-2 ha demostrado ser una herramienta crucial en la lucha contra la pandemia. EI SARS-
CoV-2 es un virus que contiene una cadena de ARN en su nucleo, la cual esta envuelta por
una envoltura proteica. La secuenciacién gendmica es el proceso de determinar el orden
exacto de los nucledtidos en un fragmento de ADN o ARN. En el contexto del SARS-
CoV-2, esta tecnologia permite obtener y analizar la secuencia del ARN del virus, lo que
es esencial para comprender su estructura, y también los cambios que van sucediendo
mientras el virus se propaga entre las diferentes poblaciones.

La secuenciacién ha permitido obtener las secuencias del genoma del SARS CoV-2 para
analizarlo y asf identificar y monitorear el surgimiento o introducciones de variantes del
virus, facilitando la deteccién temprana de mutaciones que podrian afectar la eficacia de
las vacunas y tratamientos. Ademads, proporciona datos vitales que ayudan a ajustar las
estrategias de respuesta a la pandemia y a disefiar medidas de control mas efectivas. La
capacidad de secuenciar el genoma del virus real ofrece una ventaja significativa para
la vigilancia epidemioldgica, permitiendo a los cientificos y autoridades sanitarias tomar
decisiones informadas y rapidas para mitigar la propagacién del virus.

La COVID 19 ha cambiado el escenario epidemiolégico mundial y la caracterizacién
genética del SARS-CoV-2 se ha vuelto imprescindible para el manejo adecuado de la
enfermedad. Es por ello que, globalmente se han implementado nuevas estrategias en los
sistemas de vigilancia genémica mediante la secuenciacion del ARN del virus (Brito et al.,
2022), lo cual hace que su vigilancia genémica sea imprescindible para las investigaciones
epidemioldgicas, con el fin de comprender el impacto de los cambios genéticos en los
pacientes con COVID-19.

Numerosos estudios han demostrado cdmo las variantes genéticas pueden influir en el
estado de salud de las personas infectadas y en la evolucidn de la pandemia en diferentes
regiones (Butt et al., 2022; Maslo et al,, 2022; Nonaka et al,, 2021). Se ha logrado
determinar cémo la introduccidn de nuevas variantes genéticas en la poblacién provoca el
surgimiento de nuevas olas de contagio (El-Shabasy et al., 2022).

También, se ha observado que las personas infectadas con la variante dmicron tienen una
disminucidn significativa en el riesgo de desarrollar enfermedad severa en comparacién
con las personas infectadas por la variante Delta (Van Goethem et al., 2022). Ademas, se
ha observado que las introducciones de nuevas variantes pueden asociarse con cambios
en el riesgo de infeccidn y severidad en diferentes grupos de edades (Freitas et al., 2021).

Comprender los factores genéticos asociados a la hospitalizacién ha podido proporcionar
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informacidén crucial sobre la patogénesis del COVID-19 y ha sido (til para orientar los
esfuerzos que permiten identificar a las personas con mayor riesgo de enfermedad grave,
a medida que las nuevas variantes emergen y se propagan en la poblacién. En Nicaragua
desde julio de 2021 se ha podido establecer el sistema de secuenciaciéon genémica para
caracterizar las variantes circulantes del SARS-CoV-2. Estos datos han proporcionado
informacidén clave para mejorar nuestro entendimiento de la respuesta inmunoldgica en
ninos con COVID-19 (Maier et al.,, 2022).

Al investigar los factores genéticos asociados a la hospitalizacidn, se espera contribuir
a un mejor entendimiento sobre la COVID-19 y sobre la epidemiologia molecular de
las variantes del SARS-CoV-2 en Nicaragua, ademds proporcionar informacién valiosa
para futuras estrategias de investigacion, prevencién y control. Comprender cémo las
variantes genéticas del virus influyen en la gravedad de la enfermedad y en la necesidad
de hospitalizacidon puede ayudar a identificar a las poblaciones mas vulnerables y a
desarrollar medidas mads eficaces para protegerlas.

El presente estudio tiene como objetivo analizar las caracteristicas genéticas del SARS-
CoV-2 en toda la regién de Nicaragua y determinar cdmo estas caracteristicas estan
asociadas con la probabilidad de hospitalizacion.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio de enfoque cuantitativo debido a que permite analizar datos
numéricos y establecer relaciones estadisticas entre las variables estudiadas. El estudio
fue observacional analitico, ya que se centré en observar y analizar caracteristicas
existentes sin intervenir en el ambiente o en los sujetos del estudio.

Este enfoque permitié analizar las caracteristicas genéticas de SARS-CoV-2 en toda la
region de Nicaragua e identificar caracteristicas inherentes del virus y la probabilidad
de estas con la hospitalizacion empleando secuencias de nucleétidos del SARS CoV-2
obtenidas mediante secuenciacidén gendmica a partir de muestras de pacientes con COVID
19. El periodo de estudio es de 2 afios y 6 meses y comprende desde la identificacién de
los primeros casos en el pais en marzo del 2020 hasta septiembre del 2022.

La unidad de andlisis fue compuesta por secuencias de nucledtidos obtenidas mediante
secuenciacion genémica de muestras respiratorias obtenidas de Centros de atencién
primaria y Hospitalaria del sistema publico de la red del Ministerio de Salud a nivel nacional
y que son parte del sistema de vigilancia nacional de COVID-19. El universo del estudio es
igual a la muestra y estuvo compuesto por 1069 secuencias de nucleétidos. La muestra
incluyd secuencias de nucledtidos del SARS-CoV-2 obtenidas mediante secuenciacién
gendmica, de distintas dreas geograficas y demograficas del pais.

En el estudio se incluyeron las secuencias nucleotidicas del genoma completo obtenidas
de pacientes confirmados con COVID-19 y que pasaron filtros correspondientes de
control de calidad. Se excluyeron las secuencias con baja cobertura y calidad. Ademsds, se
excluyeron las secuencias que provenian de muestras que no cumplen con los estédndares
de calidad establecidos para una adecuada secuenciacién gendmica.

Las secuencias gendmicas del SARS-CoV-2 se obtuvieron utilizando tecnologifas de
secuenciacion de alto rendimiento, especificamente lllumina y Oxford Nanopore. Una vez
completada la secuenciacidn, la informacidn de los resultados fue registrada en hojas de
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trabajo. Estas hojas,junto conlos resultados del anélisis bioinformatico, fueron almacenadas
en bases de datos especificas. Para el estudio, se utilizé un enfoque de andlisis de datos
secundarios, empleando estas bases de datos que también inclufan informacidn relevante
de las muestras. Ninguno de los datos empleados, contenia informacidon que permitiera
identificar a los pacientes ya que todos los datos eran secundarios y provenian de la
vigilancia gendmica del pais.

Etapas de la investigacién
Etapa 1: Vigilancia epidemioldgica

Las muestras secuenciadas son procedentes de la vigilancia nacional de SARS-CoV-2
del Ministerio de Salud (MINSA). Las muestras son tomadas en centros asistenciales de
primer, segundo o tercer nivel en todo el territorio Nacional junto una ficha epidemioldgica
con datos de la muestra y del estado del paciente. Estas muestras fueron transportadas
desde cada centro asistencial hacia los Sistema Local de Atencién Integral en Salud
(SILAIS) y desde aqufi, con previa autorizacién, fueron transportadas en cadena de
frio hasta el Laboratorio Nacional de Virologia en el Centro Nacional de Diagndstico y
Referencia (CNDR) ubicado en el Complejo Nacional de Salud Concepcidn Palacios en la
capital de Nicaragua, Managua.

Figura 1
Flujo del muestreo de la vigilancia epidemioldgica Nacional de COVID-19

Fuente: Realizacidn propia
Etapa 2: Diagndstico molecular

En el CNDR, las muestras fueron recepcionadas e inactivadas, posteriormente se realizé
un RT-PCR en tiempo real bajo el 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 validacién. Durante todo el proceso preanalitico y analitico, las muestras y ARN
viral fueron manipulados en cabinas de bioseguridad tipo Il y con todos los equipos de
proteccidon personal requeridos.

Etapa 3: Secuenciacién

Para identificar las variantes del SARS-CoV-2 y las mutaciones, se secuenciaron 1069
muestras recolectadas entre marzo de 2020 y septiembre de 2022 (505 muestras
secuenciadas en el Laboratorio Nacional de Virologia de Nicaragua y 564 en el Hospital
Escuela Mount Sinai en Nueva York). En el Laboratorio Nacional de Virologia, en Nicaragua,
se seleccionaron muestras con un valor de Ct (threshold cycle) entre 18 y 30 del RT-
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PCR de diagndstico. El valor de Ct se refiere al nimero de ciclos necesarios para que la
fluorescencia generada en la PCR cruce un umbral especifico, indicando la cantidad de
material genético viral presente en la muestra.

Posteriormente, se realizé una extraccién de ARN utilizando el kit QIAGEN QlAamp®
Viral RNA Mini. Para llevar a cabo la secuenciacién se utilizé el protocolo de secuenciacion
de la red Artic (Artic Network, 2020) desde julio del 2020 hasta julio del 2021. A partir
de agosto del 2022 se cambid el protocolo de trabajo de la red ARTIC por el protocolo
Midnight de Oxford nanopore Technology (Oxford Nanopore Technolgies, 2021) (Figura
2).

Figura 2
Esquema de trabajo para secuenciacién usando los protocolos de la red Artic y Midnigth
que utiliza el Ministerio de Salud en Nicaragua.

Fuente: Realizacidn propia

Secuenciacién usando el protocolo de la red Artic: El ARN fue transcrito inversamente y
amplificado utilizando un método de PCR multiplexado a partir de 96 pares de cebadores
dirigidos a amplificar todo el genoma del SARS-CoV-2, este proceso generd amplicones de
aproximadamente 400 pares de bases. Los amplicones se prepararon parala secuenciacion
nanopore con el kit de ligacién SQK-LSK109 (Oxford Nanopore Technologies, Oxford,
Reino Unido) y el kit ONT Native Barcoding Expansion (EXP-NBD196) para etiquetar
cada muestra con un marcador molecular. Las librerfas fueron cargadas en flowcells FLO-
MIN106 R9.4.1 y secuenciadas en un dispositivo MinlON Mk1B.

Seutilizé el software RAMPART (v1.0.6) para monitorear el rendimiento de la secuenciacidon
en tiempo real en todos los amplicones. La secuenciacidn se llevé a cabo en un entorno
Ubuntu 18.04 con el software Minknow.

Secuenciacién usando el protocolo Midnigth: Este protocolo utiliza un set de cebadores
que generan amplicones de entre 900 - 1200 pares de bases. Estos amplicones se
utilizaron para preparar una libreria con el kit de etiquetado rapido SQK-RBK110.96. El
procedimiento de secuenciacién fue el mismo que el utilizado con la red ARTIC.
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Generacion de una secuencia consenso: Durante el periodo en el que se utilizé el
protocolo de la red ARTIC, una vez acabd la secuenciacién se generaron archivos en
formato fastg que contenfa los datos crudos de la secuenciacién. Se utilizé el software
porechop (Wick, 2017/2022) para demultiplexar las lecturas generadas y eliminar los
segmentos que contenfan informacién de los cebadores utilizados durante el PCR.
Posteriormente se utilizé el software Medaka (Nanoporetech, 2017/2022) para generar
secuencias consensos.

Cuando se utilizé el protocolo Midnigth, para para generar secuencias consenso se
hizo uso del workflow artic (ARTIC SARS-CoV-2 Workflow, 2021/2023) incluido en la
plataforma epi2Zme y desarrollado por ONT, este software elimind la informacién de los
cebadores y generd las secuencias consenso. En ambos casos las lecturas se alinearon al
genoma de referencia Wuhan-Hu-1 (MN908947.3).

Etapa 4: Analisis de datos

Para analizar las secuencias se utilizé la plataforma Nexstrain, la cual analizé los cambios en
los genomas secuenciados clasificando el linaje al que pertenecen. La plataforma clasifica
los linajes en clados, pero también brinda la clasificacidon de la variante con respecto a
la clasificacion de la Organizacidon Mundial de la salud, la cual clasifica las variantes con
las letras del alfabeto griego. En la presente investigacion se le nombra “variantes” a
todos aquellos linajes que poseen una clasificacidon por la OMS, y se las denomina “pre-
variantes” a aquellas que no poseen una clasificacidon por la OMS, pero que tienen un
clado asignado por la plataforma Nexstrain. Ademas, la plataforma Nexstrain brinda las
mutaciones presentes en cada uno de los genomas analizados.

La informacidn de los linajes del SARS-CoV-2 e informacién demograéfica fue analizada
con el lenguaje R (lhaka & Gentleman, 1996) y el entorno de desarrollo integrado
RStudio. Se realizaron tablas de frecuencia para mostrar las caracteristicas de la muestra.
Se construyeron modelos de regresion logistica univariada y multivariada para estimar
asociaciones (Thulin, 2021).

Las odds ratios (OR) se calcularon exponenciando los coeficientes de regresion obtenidos
del modelo de regresién logistica. Esto se hace porque los coeficientes representan el
logaritmo natural de los odds ratios; por tanto, la exponenciacién transforma estos valores
logaritmicos a la escala original de odds, proporcionando una interpretacion mas intuitiva
de los efectos del modelo en términos de la probabilidad relativa de los resultados.

Conlosresultados de las regresiones se construyeron graficos de forest plots, donde lalinea
horizontal paralela al eje y, (en el valor 1 del eje x) representa el valor de referencia o punto
neutro. Los puntos en el gréfico representan los OR para cada variante, y los segmentos
que se extienden desde cada punto indican los intervalos de confianza correspondientes.
Los intervalos de confianza ayudan a evaluar la precisién de la estimacién y proporcionan
una medida de la incertidumbre asociada al OR. Los segmentos marcados con asteriscos
tuvieron un valor de p menor a 0.05 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). Todos los modelos
se construyeron bajo un nivel de confianza del 95%.

Limitaciones del estudio

Existe una influencia potencial del sesgo de muestreo de la vigilancia nacional en la
investigacidn. La manera que se realizaba el muestreo por parte del Ministerio de Salud
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pudo cambiar debido a los cambios de la situacién epidemioldgica del pais, lo que puede introducir
sesgos en la representacion de la muestra en la presente investigacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

La secuenciacidon gendmica permitié analizar el genoma completo del SARS CoV 2 en Nicaragua
y relacionar el resultado del andlisis gendmico con caracteristicas del paciente. La tabla 1 muestra
la distribucion de las diferentes pre-variantes y variantes del SARS-CoV-2 identificadas mediante
secuenciacion gendémica en relacion con el sexo y la hospitalizacidn. Esta investigacidn identificd un
total de 1069 variantes del virus SARS-CoV-2. La variante mas frecuente fue Omicron, representando
el 27.97% del total. Le siguieron las variantes Delta (21.32%) y 19B (21.2%).

Las variantes menos comunes fueron 21C (Epsilon) y 21H (Mu), con una frecuencia del 0.37%
cada una. En cuanto al sexo de los pacientes, se observé que el 41.62% eran mujeres y el 57.99%
eran hombres. Hubo un pequefio porcentaje (0.37%) en el que no se registré el sexo. El 31.4% de
las muestras secuenciadas provienen de pacientes hospitalizados mientras que un 37.32% de las
muestras provienen de pacientes no hospitalizados. No se logré obtener datos de hospitalizacion en
31.24% del total de las muestras analizadas.

La distribucidn de las variantes identificadas en este estudio parece ser heterogéneas con respecto
al nimero. Variantes como Omicron, Delta o la pre-variante del clado 19B sobresalen en ndmero
con respecto a las demds. Esto puede ser atribuible al periodo en el que circularon las variantes y
pre-variantes. Diversos autores muestran que para el 2020 hubo una especie de competencia entre
las variantes y pre-variantes circulantes y el nimero total de casos era provocado por fracciones de
distintos linajes en las que se encuentran las pre-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 (Castaneda et al., 2021; Mishra et al., 2021; Molina-Mora et al., 2021).

En la presente investigacion, Delta y Omicrdn son las variantes que reportan mayor nimero de
observaciones, al igual que los datos reportados por la plataforma GISAID hasta el 2022 a nivel
mundial donde estas variantes son las responsables de los brotes epidémicos mas importantes
(GISAID, 2022).

Tabla 1
Distribucidn de variantes identificadas en 1069 genomas del SARS-CoV-2 por sexo y estado de
hospitalizacion de los pacientes.

1 [0) 0,
19A (0.09%) 0 1 (0.09%) 0 0 0 1 (0.09%)
198 227 97 130 0 69 141 17
(21.2%) | (9.07%) | (12.16%) (6.45%) | (13.18%) | (1.59%)
16 . . 11 .
20A (1.49%) | 8(074%) | 8(0.74%) (1.02%) | B (0:46%) 0
119 52 67 59 . .
20B (Zeta) | (11 1304) | (4.86%) | (6.26%) (5.510%) | >4 (5:05%) | 6(0.56%)
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39 20 19 (1.77 25 .
20C (3.64%) | (1.87%) %) 0 (2.33%) | 14 (1:31%) 0
20H (Beta, 1 o o
va) (0.09%) 0 1 (0.09%) 0 0 1 (0.09%) 0
201 (Alpha, 3 . . 2 .
vy 0.28%) | 2(0-18%) | 1(0.09%) 0 0.18%)  1(009%) 0
20)
88 39 48 . 24 . 32
O™ | 823%) | 364%) | (4a0%) | O] 2249 | 32NN g
21C 4 0 1 1 9
(Epsilon) | (0.37%) | 3 (0-28%) | 6 06906 0 (0.09%) | 3 (0-28%) 0
21G /1 5(046%)  2(0.18%) 0 0 | 3(0.28%) | 4(0.37%)
(Lambda) | (0.64%) A e e =270
4 0, [0) [0)
21H (Mu) | 27, | 1(0.09%) | 3(0.28%) 0 0 4 (0.37%) 0
228 100 128 88 . 82
Delta (21.32%) | (9.3%) | (11.97%) 0 (8.29%) | °8 (542%) |7 570,
. 299 111 185 3 42 . 190
Omicron | 52 9706) | (10.38%) | (17.3%) | (0.28%) | (3.92%) | &/ (6-26%) | (17704
. 33 . 26 15 . .
recombinant | o Sco. | 7 (0.65%) |, o0 0 (140 | 16 (149%) | 2 (0.18%)
1069
Totales 445 620 4 336 399 334
(41.62%) | (57.99%) | (0.37%) | (31.4%)  (37.32%) @ (31.24%)
(100%)

Fuente: Base de datos de resultados secuenciacion del Laboratorio Nacional de Virologia, Ministerio
de Salud

La media de edad por cada grupo de pacientes infectados por diferentes variantes rondé entre los 37
y 55 afios (Figura 3). La distribucién de las edades se comporté de manera similar en la mayoria de
los grupos. La frecuencia es mas alta en el grupo de adultos jévenes (20 a 40 afios aproximadamente).
Se realizé el test de Shapiro Willk para determinar la normalidad de la distribucién de la edad, donde
se determind que la edad en los grupos donde la n es mds grande hay una distribucién normal (Ver
significancias en la figura 3), pero las muestras mas pequefias tienden a manifestar una distribucién
no normal. Al realizar el test de Kruskal Wallis para determinar diferencia de medias entre los
diferentes grupos se encontré que hay diferencias entre las edades de los pacientes infectados con
las distintas variantes (p =0.005).

Los resultados de nuestro andlisis revelan una variabilidad en la edad de los pacientes infectados por
diferentes variantes del virus, con medias de edad que oscilan entre los 37 y 55 afios, lo cual podria
estar relacionado con factores de exposicién y comportamiento social caracteristicos de este grupo
etario. La prueba de Shapiro-Wilk mostré que, en los grupos con tamafios de muestra mas grandes,
la distribucidn de la edad sigue una distribucién normal, mientras que, en grupos mas pequefios, la
distribucién tiende a no ser normal.
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Esta heterogeneidad sugiere que factores socio-demograficos y biolégicos especificos de
cada grupo pueden influir en la distribucién de la edad. El resultado significativo del test de
Kruskal-Wallis (p = 0.005) indica que existen diferencias estadisticamente significativas
en la edad de los pacientes infectados con distintas variantes del virus. Desde una
perspectiva epidemioldgica, este hallazgo es crucial, ya que sugiere que ciertas variantes
podrian estar afectando de manera desproporcionada a diferentes grupos de edad,
posiblemente debido a diferencias en la transmisibilidad, patogenicidad, o respuestas
inmunoldgicas entre grupos etarios.

Figura 3
Distribucién de la edad de los pacientes segun las variantes identificadas mediante
secuenciacién gendmica.

Fuente: Base de datos de resultados secuenciacién del Laboratorio Nacional de Virologia,
Ministerio de Salud

La secuenciacién permitié identificar y cuantificar las 30 mutaciones mds frecuentes
en el conjunto de genomas de las variantes (Figura 4). Entre estas 30 mutaciones se
identificaron mutaciones en distintas las regiones del genoma del SARS-CoV-2, como en
la regién M (que codifica para la proteina de membrana), la regién N (que codifica para
la proteina de la nucleocdpside), los genes ORFla, ORF1b y ORF3a (marcos de lectura
abierto) y genes que codifican para la proteina S (Spike).

Solamente se identificd una mutacidn en la regiéon M, 8 mutaciones en la regién N, se
identificaron 5 mutaciones enlaregién Sy enlas regiones de los genes ORF se identificaron
la mayorfa de las mutaciones, siendo la regién ORF1a la regién ORF con mas mutaciones
(n=8), con la misma cantidad de mutaciones de la regién N.

En este estudio, de las mutaciones identificadas, sobresalen en frecuencia las mutaciones
ORF1a:T3255I identificada en 372 genomas, en los genes ORFlb las mutaciones
P1000I y P314L identificadas en 334 y 402 genomas respectivamente. En la region
S las mutaciones mas sobresalientes en frecuencia son L452R con una frecuencia de
357 y la mutaciéon D614G encontrada 628 genomas (58.7% presente en los genomas).
Esta ultima destaca por ser la mutacidn que se observé con mas frecuencia en todos los
genomas analizados.
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Un meta-andlisis en el que se extrajo informacidn de bases de datos que contenifan datos
de 165 estudios de mutaciones del SARS-CoV-2 encontré mutaciones en todas las
regiones del genoma, al igual que en este estudio (Farhud & Mojahed, 2022). El anilisis
de las mutaciones identificadas en el genoma del SARS-CoV-2 revela también una
amplia diversidad genética en la poblacién de variantes identificadas. Las mutaciones
mas frecuentes se distribuyen en diferentes regiones del genoma, incluyendo los genes
M, N, ORF1la, ORF1b, ORF3a, ORF8 y S. Una de las mutaciones mds sobresalientes es
la mutacidn S:D614G que estad presente en todas las variantes y pre-variantes. Varios
investigadores han encontrado asociaciones entre esta mutacién y la hospitalizacién,
ademds de un aumento en la tasa de infectividad (Korber et al., 2020). Sin embargo, es
curioso que esta mutacion estd presente en la mayoria de los linajes, incluso aquellas que
no muestran asociacion con la hospitalizacion.

También se identificé una frecuencia predominante de mutaciones en los genes de marco
de lectura abierto (ORF). Previamente se ha documentado que las mutaciones en estos
genes pueden modificar el comportamiento del SARS-CoV-2 pues estdn 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 (Prup, 2022). Todos estos
factores genéticos pueden tener un impacto en la severidad y hospitalizacién.

Figura 4
Top 30 de las mutaciones identificadas mas frecuentemente mediante secuenciacién
gendmica en las variantes del SARS-CoV-2 en 735 pacientes con dato de hospitalizacién

Fuente: Base de datos de resultados secuenciacidén del Laboratorio Nacional de Virologia,
Ministerio de Salud

Para ir mas alld de los andlisis meramente descriptivos, se usé un enfoque de regresion
logistica univariada para evaluar los datos de edad y variante con la finalidad de determinar
si la edad estd relacionada estadisticamente con la probabilidad de infeccién con alguna
variante (figura 5). La pre-variante del clado 19B mostré una asociacion estadisticamente
significativa con sentido negativo con la edad, con un Odd 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 anos la probabilidad de ser infectado con la pre-variante del clado 19B disminuye, este
hallazgo fue altamente significativo, con un valor p menor que 0.001.
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Por otro lado, la pre-variante del clado 20B vy la variante Delta mostraron asociaciones
significativas con la edad. 20B posee 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 pre-variante
cuando la edad aumenta en 5 afos. La variante Delta también mostré 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.

Las pre-variantes 20A, 20C, y la variante Omicrén y ademds de las variantes
recombinantes 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.

Este andlisis muestra que la probabilidad de ser infectado con la pre-variante del clado
19B disminuye mientras la edad aumenta. La pre-variante 19B acumula una diversidad
amplia de mutaciones. Esto es un estilo de huella molecular que indica que esta pre-
variante circuld por un tiempo prolongado en la poblacién y esto provocé el desarrollo de
un alto ndmero de mutaciones en su genoma. Esta exposicién prolongada pudo influir en
el desarrollo de la inmunidad en la poblacidn expuesta y una consecuente proteccion, a
como sugieren nuestros resultados.

Figura 5
Regresidn logistica univariada que muestra las asociaciones entre las variantes y la edad
(en periodos de 5 afios)

Fuente: Base de datos de resultados secuenciacién del Laboratorio Nacional de Virologia,
Ministerio de Salud

Con la finalidad de investigar la asociacion entre diferentes variantes del SARS-CoV-2
y la hospitalizacidn se utilizé un modelo de regresion logistica multivariada. Se observé
que varias pre-variantes y variantes: “20A”, “20B (Zeta)”, “20C” y “Delta”, se asociaron
significativamente con un mayor riesgo de hospitalizacién, con ORs que oscilan entre
1.5 y 15. Estos hallazgos indican que las personas infectadas con estas variantes
especificas del SARS-CoV-2 tuvieron una mayor probabilidad de requerir hospitalizacidn
en comparacién con las que fueron infectadas con la pre-variante del clado 19B. Por
otro lado, algunos resultados no mostraron significancia estadistica, las variantes “20)J
(Gamma, V3)”, “Omicron” y las variantes recombinantes no mostraron una asociacion
estadisticamente significativa con la hospitalizacién (figura 6)
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En términos de la hospitalizacidn, aproximadamente el 31.4% de los pacientes requirieron
ser hospitalizados. Si bien este porcentaje no debe tomarse como una medida directa
de la gravedad de la enfermedad, sugiere que una proporcién significativa de pacientes
presentd sintomas lo suficientemente graves como para requerir atencién hospitalaria.
Al determinar asociaciones, esta investigacién revelé una asociacidén estadisticamente
significativa entre las variantes 20A, 20B (Zeta), 20C y Delta y el riesgo de hospitalizacién
con respecto a otras variantes.

Las variantes Delta y 20B (Zeta) también estuvieron asociadas a la probabilidad de
infeccion en cuanto al aumento de la edad, esto sugiere que la edad pudo impulsar el
riesgo de hospitalizacién cuando se combinaron con las caracteristicas inherentes de
estas variantes y las situaciones propias del brote, como la ausencia de inmunidad previa
y vacunacion, (en el caso de la pre-variante 20B, que circulé al inicio de la pandemia segun
GISAID). Por su parte, la variante Delta estuvo circulando desde Abril 2021 casi junto al
inicio de la vacunacién contra la COVID 19 en el pais (Maier et al., 2022), a pesar de la
inmunidad previa inducida por la exposicidn a otras variantes y a pesar de la vacunacion,
esta variante estuvo asociada a hospitalizacion, este mismo hecho fue reportado por
diversos autores (Greene et al., 2023; Harris, 2022)January 2022.

Es posible que las diferencias genéticas y caracteristicas propias de las variantes y pre-
variantes pudieran influir en su impacto clinico. La relacién entre una variante especifica 'y
la hospitalizacién puede ser compleja y estar influenciada por varios factores que podrian
incluir la combinacién de ciertas mutaciones, la capacidad de transmisidn, la respuesta
inmunitaria del huésped, la edad, la efectividad de las medidas de control y prevencién
y las situaciones sociales que se vivian al momento de la circulacién de cada variante o
pre-variante.

Figura 6
Asociaciones entre la Hospitalizacidn y las variantes identificadas en pacientes con COVID
19

Fuente: Base de datos de resultados secuenciacién del Laboratorio Nacional de Virologia,
Ministerio de Salud.

CONCLUSIONES

Este estudio permitié identificar y clasificar las variantes del SARS-CoV-2 mediante
secuenciacion gendmica, destacando la presencia de mutaciones clave como S: D614G.
Estos hallazgos son cruciales para entender la evolucidn y propagacidon del virus. Uno de los
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hallazgos mds importantes es la relacidn entre la edad de los pacientes y la probabilidad de
infeccion por diferentes variantes. Se observé que la variante 19B afectaba mayormente
a pacientes jévenes, mientras que las variantes Delta y 20B (Zeta) presentaron un riesgo
mayor en individuos de mayor edad.

Ademas, el estudio evidencié que las variantes 20A, 20B (Zeta), 20C y Delta estdn
asociadas a un aumento en el riesgo de hospitalizacién, con la edad jugando un rol
significativo especialmente en las variantes 20B y Delta. Estos hallazgos subrayan la
importancia de considerar factores demogréficos en las investigaciones y gestion de
brotes causados por la COVID-19, por lo tanto, aportan informacién valiosa para futuras
investigaciones y estrategias de salud publica.
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