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Titulo del proyecto: Secuenciacion genoémica de SARS-CoV-2 en pacientes guatemaltecos
para el monitoreo de la diversidad y evolucion viral como herramienta epidemioldgica

1. Resumen

Contar con un analisis preciso de las secuencias genémicas del Betacoronavirus SARS-CoV-2, ha
sido muy importante para el desarrollo de las estrategias que intentan contener la propagacion del
virus a nivel mundial, desde el primer paciente detectado en la ciudad de Wuhan, China. La
secuenciacion de los genomas de SARS-CoV-2 permiten rastrear las rutas de transmision a nivel
local y mundial, asi mismo ayudan a determinar la velocidad de cambio del virus a medida que se

propaga.

El estudio que se presenta a continuacién es el primer proyecto de secuenciacion de SARS-COV-
2 en Guatemala, el cual nos permitié conocer las variantes virales que circulan en el pais, sus rutas
de transmision y la evolucion del mismo en los pacientes guatemaltecos. En Guatemala no se
conocian las caracteristicas gendmicas de los linajes virales circulantes, debido a que Unicamente
se habian secuenciado en el extranjero 10 genomas virales aislados de los primeros pacientes
guatemaltecos, sin existir algun estudio asociado a estas secuencias.

Este proyecto gener6 89 secuencias genomicas de SARS-CoV-2, aisladas de pacientes
guatemaltecos y el analisis se complementé con 10 genomas previamente secuenciados por el
CDC en Estados Unidos. Posteriormente en este estudio se desarrollaron analisis filogenéticos,
filodinamicos y espaciales de los linajes y clados virales identificados, a través de andlisis de
genomica comparativa utilizando secuencias de SARS-CoV-2 provenientes de 8 paises de América
del Sur, andlisis de la diversidad genética del virus en el pais. Ademas, se generaron 2 modelos
tridimensionales de la proteina S observandose una alta incidencia de mutaciones en la proteina de
los genomas muestreados en el pais, pero que no afectan la region de acoplamiento al receptor
ACE?2 en las células humanas.

Los andlisis de asignacion de clados y linajes reflejaron una alta diversidad de los virus SARS-
CoV-2 que circulan en la region metropolitana del pais, observandose un recambio de clados a lo
largo del desarrollo de la pandemia en el pais. Ademas, se pudieron identificar dindmicas de
transmision local. Es importante resaltar que, muestreos mas exhaustivos son necesarios para el
desarrollo de andlisis concluyentes.

Adicionalmente, dentro de los resultados obtenidos podemos resaltar el establecimiento de alianzas
y colaboraciones institucionales, relevantes para el proceso de fortalecimiento de la vigilancia
epidemioldgica con base en informacion genética, en el pais, que aporta informacién relevante para
el desarrollo de estrategias de contencién mas holisticas.
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2. Palabras clave

Covid-19, Secuenciacién Gendmica, Filodindmica, SARS-CoV-2, diversidad genética.

3. Abstract

Having a precise analysis of the genomic sequences of the Betacoronavirus SARS-CoV-2 has been
very important for the development of strategies, trying to contain the spread of the virus worldwide,
since the first patient was detected in the city of Wuhan, China. The sequencing of SARS-CoV-2
genomes allows tracing routes of transmission both locally and globally, as well as helps to
determine the spread rate of change of the virus.

The present study is the first SARS-COV-2 sequencing project in Guatemala, these results let to
know the viral variants that circulate in the country, their transmission routes and its evolution in
Guatemalan patients. In Guatemala, the genomic characteristics of the circulating viral lineages
were not known, since only 10 viral genomes isolated from the first Guatemalan patients have been
sequenced abroad, without any study associated with these sequences.

Among our results 89 SARS-CoV-2 genomic sequences isolated from Guatemalan patients were
generated. The analysis was complemented with 10 genomes previously sequenced by the CDC in
the United States. Later in this study, phylogenetic, phylodynamic and spatial analysis of the
identified viral lineages and clades were developed, through comparative genomics analysis using
SARS-CoV-2 sequences from 8 countries in South America, analysis of the genetic diversity of
the virus in the country. In addition, 2 three-dimensional models of protein S were generated,
observing a high incidence of mutations in the protein of the genomes sampled in the country, those
mutations do not affect the ACE2 receptor docking region in human cells.

The analysis of clade and lineage assignment reflected a high diversity of SARS-CoV-2 viruses
that circulate in the metropolitan region of the country, observing a change of clades throughout
the development of the pandemic in the country. In addition, local transmission dynamics could be
identified. It is important to note that a more exhaustive sampling is necessary for the development
of conclusive analyzes.

Additionally, within the results obtained, we can highlight the establishment of alliances and
institutional collaborations, relevant for the process of strengthening epidemiological surveillance
based on genetic information, within the country, providing important information for the
development of more holistic containment strategies.
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1. keyword
Covid-19, Genomic Sequencing, Phylodinamic, SARS-CoV-2, genetic diversity

4, Introduccion

El analisis de las secuencias gendmicas del coronavirus SARS-CoV-2, ha sido muy
importante para el desarrollo de las estrategias que intentan contener la propagacion del virus a
nivel mundial. Contar con los genomas virales secuenciados de los primeros pacientes detectados
en Wuhan permitio: a) Establecer la identidad del agente etioldgico de la enfermedad COVID-19
(por su acronimo en inglés coronavirus disease 2019), y que se trataba de un nuevo coronavirus, b)
El desarrollo de los métodos moleculares de diagndstico que, actualmente son el estandar, ¢) La
identificacion de regiones gendémicas asociadas a la agresividad del virus, d) Proponer los
mecanismos y origen de la infeccion vy, €) brindar informacion relevante para el desarrollo de
vacunas y tratamientos (Andersen, Rambaut, Lipkin, Holmes, & Garry, 2020; Cui, Li, & Shi, 2019;
Lam et al., 2020; Wu et al., 2020; Zhang, Wu, & Zhang, 2020).

Los virus mutan con rapidez, esto debido a caracteristicas intrinsecas como su rapida
proliferacion. Durante su acelerado proceso de replicacion, se generan errores de copiado en las
nuevas secuencias genémicas, es decir mutaciones, que dejan una especie de huella, que permite
trazar su historia y rutas de dispersion. La tasa de evolucion de los genomas virales, es decir los
cambios o mutaciones acumuladas en la composicion del material genético a través del tiempo,
estd relacionada con la diversidad nucleotidica, una mayor tasa mutacional genera mayor
diversidad nucleotidica y potencialmente tasas de evolucion viral méas répidas. Esta condicién tiene
incidencia directa en la efectividad de tratamientos, pruebas para diagnostico y vacunas, estudios
actuales ya alertan respecto al hallazgo de mutaciones que podrian tener un impacto en el
diagnostico y en la capacidad infectiva del virus, sin embargo, mas estudios son requeridos a nivel
mundial para el desarrollo de conclusiones sdlidas.

Actualmente, el banco de datos mundial de secuencias genémicas de Influenza (GISAID),
se convirtid en el repositorio a nivel mundial de las secuencias de SARS-CoV-2, y cuenta a la fecha
(diciembre 2020), con 231,171 genomas completos de SARS-COV-2. Las secuencias de ARN viral
provienen de pacientes alrededor del mundo, pero con una clara representacion preponderante de
genomas de paises desarrollados, esto debido a la rapida respuesta de los sistemas nacionales de
salud en estos paises, y la articulacion de los mismos con la academia, lo que permitio la asignacién
de recursos estatales a la produccidn cientifica.

La base de datos GISAID se encuentra en un continuo crecimiento gracias a la informacion
generada por grupos cientificos alrededor del mundo. Esta informacién ha permitido monitorear
en tiempo real el desplazamiento del virus, de una forma sin precedentes en la humanidad, asi como
ha contribuido a la comprension de los mecanismos de esta nueva enfermedad y al desarrollo de
tratamientos y medidas de control. El anélisis filogenético de las secuencias virales también ha
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permitido rastrear brotes en curso, evaluar la efectividad de medidas de contencion e identificar
nuevas estrategias de intervencion (Dellicour et al., 2019; Gonzalez-Reiche et al., 2020).

En Guatemala y la mayoria de los paises centroamericanos aun se desconocen las variantes
genéticas del virus que circulan actualmente, el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades -CDC- en Estados Unidos, desarroll6 hace dos meses la secuenciacion de las
primeras 10 muestras virales de pacientes nacionales, sin embargo, estas corresponden a tan solo
los primeros 15 dias de la pandemia en el pais, es decir a las primeras introducciones del virus en
Guatemala, dichas secuencias fueron descargadas de la base de datos y analizadas en conjunto con
las secuencias generadas en este estudio.

Debido a la importancia de conocer la variacion genética de SARS-CoV-2 en nuestro pais,
este proyecto desarroll6: 1) La secuenciacion de 89 genomas y para el andlisis, se incluyeron 10
genomas secuenciados por CDC, dando un total de 99 genomas de SARS-CoV-2 de pacientes
guatemaltecos analizados, 2) analisis filogenéticos de las variantes virales secuenciadas del pais 3)
Analisis comparativos con secuencias de SARS-CoV-2 de otras regiones del mundo, disponibles
en bases de datos libres, 4) Analisis de la diversidad genética y evolucion de los linajes virales
circulantes en el pais y mas tarde al generar la publicacion en una revista indexada se procedera a
5) depositar las secuencias generadas en bases de datos de acceso libre a nivel mundial, para que
cientificos alrededor del mundo puedan considerarlas en el desarrollo de tratamientos, estrategias
de control y vacunas.

5. Planteamiento del problema

En nueve meses el COVID-19 pasé de una distribucion restringida a la ciudad de Wuhan,
a una pandemia con 72.253.804 casos en 191 regiones. Los registros contindan en ascenso Yy el
aumento en la velocidad de la proliferacion viral suele acomparfiarse de un incremento en su tasa
de evolucion, lo que puede afectar su virulencia, infectividad y transmisibilidad. La alta capacidad
de expansion de SARS-CoV-2 se debe a caracteristicas codificadas en su genoma, como su alta
afinidad por receptores de células humanas y su capacidad para evadir el sistema inmune (Andersen
et al., 2020).

Estudios recientes muestran una alta diversidad en la composicion nucleotidica del ARN
en SARS-CoV-2 en algunos pacientes (Phan, 2020; Shen et al., 2020), razon por la cual
recientemente el virus ha sido clasificado con base en analisis filogenéticos en 8 clados distintos,
en la clasificacion de GISAID, siendo estos: G, GR, GH, O, L, N, Sy V y més de 20 linajes de
acuerdo con la clasificacion de Rambaut (Rambaut, A., et al., 2020).

Ademas, estudios de monitoreo de las mutaciones en la proteina S, proteina que permite la union
del virus a los receptores ACE2 de la célula humana, han mostrado cambios en la distribucion
temporal de una mutacion conocida como D614G, dichos estudios muestran la sustitucion temporal

9
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y espacial de la variante D614, por la G614 e hipotetizan con base en sus hallazgos que esta cepa
es mas infectiva, pero no mas agresiva que la D614, aunque sus resultados alun se encuentran en
un proceso de revision, y dichos patrones podrian deberse a efectos de fundador, estos alertan
respecto a la importancia del monitoreo de los cambios nucleotidicos virales a medida que la
enfermedad se expande.

La universidad de Zhejiang por otro lado, también se encuentra desarrollando estudios de
la agresividad del virus asociada a sustituciones nucleotidicas en la proteina S, sus resultados adn
estan en proceso de publicacion pero comunicaciones en medios, realizadas por la lider del grupo
de investigacion, la virdloga Li Lanjuan, advierte sobre diferencias en la agresividad de estos
linajes virales, el comportamiento y letalidad de la infeccién y como dichas diferencias podrian
explicar el comportamiento tan agresivo de COVID 19 en Europa y Nueva York. Por otro lado,
algunos estudios recientes muestran el efecto negativo (disminucion) en la sensibilidad de algunos
métodos de diagnostico, que generan algunas de las mutaciones acumuladas en las regiones blanco
de hibridacion (Alvarez-Diaz et al., 2020).

La secuenciaciéon de los genomas de SARS-CoV-2 es necesaria para rastrear rutas de
transmision a nivel mundial y determinar qué tan rapido esta cambiando el virus a medida que se
propaga. El conocimiento de las variantes virales que circulan en un pais se hara cada vez mas
indispensable para conocer la efectividad de tratamientos, métodos de diagndstico y vacunas en
cada region. En algunos paises como Guatemala alin no se conocen las caracteristicas genomicas
de los linajes virales circulantes, debido a que hasta antes del desarrollo de este proyecto solo se
encontraban secuenciados 10 genomas virales, pertenecientes Unicamente a introducciones
tempranas.

El siguiente proyecto tiene el objetivo de llenar los vacios de informacion de los virus que
circulan en el pais, antes mencionados, a traves del desarrollo de la secuenciacion genomica, el
analisis de la diversidad nucleotidica y evolucion, de 89 muestras de ARN viral de SARS-CoV-2,
que han circulado en el pais desde el 13 de marzo del 2020.

6. Preguntas de investigacion

¢Qué linajes y cudl es la diversidad genética del virus SARS-CoV-2 que circula en Guatemala?
¢Qué refleja la distribucion espacial de la diversidad y la filogenia de los linajes encontrados,
respecto a la epidemiologia de la enfermedad en el pais?

7. Delimitacion en tiempo y espacio

El proyecto dio inicio el 1 de agosto de 2020, sin embargo, desde julio se iniciaron los
tramites para la obtencion del aval bioético y la obtencion de muestras. Inicialmente se tenia

10



US A( : - ™ Direccion General
i de Investigacion

» TR[CENTENARIA
sidad de San Corlos de Guatemala Universidad de San Carlos de Guatemala

contemplado realizar un solo muestreo correspondiente a los meses de agosto a octubre, sin
embargo, la imposibilidad de contar con un alto nimero de eluidos de ARN que contaran con los
criterios de inclusion de muestras para la secuenciacion gendmica hizo necesario realizar dos
muestreos mas durante los meses de octubre y noviembre, aunque al inicio esto fue una limitacion,
permitio enriquecer el andlisis en el espacio temporal.

Por otro lado las dificultades de transporte impuestas por la situacion que enfrentamos
mundialmente, como resultado de la pandemia, retrasé considerablemente los procesos de compra
de la mayoria de los reactivos utilizados para la secuenciacién, debido a que en Guatemala,
solamente se encuentran empresas distribuidoras de los mismo, aunado a esto, muchas de las
empresas de manufactura a nivel mundial, generan reactivos e insumos para el diagndstico
molecular de SARS-CoV-2, este aumento en la demanda de productos a nivel mundial, gener6 un
retraso mayor, que desplaz6 nuestro cronograma en el desarrollo de la secuenciacion genémica.
Por ello los analisis se generaron en un tiempo récord a nivel mundial.

Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 4 Mes 5
Actividad/mes Del 1al 31 | 1-30 de | 1-31 de | 1-30 de | 1-14 de
agosto septiembre | octubre noviembre | diciembre
Obtencién de aval bioético X X
Compra de reactivos e X X X X
Insumos
Obtencién de Muestras
(eluidos de ARN de muestras | X X X X

retrospectivas)

Preparacion de Secuenciacion X
Secuenciacion gendmica X

Analisis bioinformatico X X
Anélisis Filogenético y de X

Diversidad nucleotidica

Desarrollo y entrega de los X
resultados e informes finales
del proyecto a todas las
autoridades competentes

Liquidacion de fondos DIGI

Cuadro 1. Cronograma de actividades

11



. 9 Direccion General
de Investigacion
TRICENTENARIA

sidad de San Carlos do Guakomala Universidad de San Carlos de Guatemala

8. Marco tedrico

COVID-19

El 12 de diciembre del 2019 en la ciudad de Wuhan fue hospitalizado el primer paciente
descrito como portador de la enfermedad del coronavirus 2019 (COVID-19), para ese momento el
patdgeno causante del brote de casos de sindrome respiratorio agudo era desconocido. Después de
descartar los patdégenos conocidos hasta el momento, se realizé la secuenciacion metagendémica de
ARN de una muestra de liquido de lavado broncoalveolar de un paciente ingresado el 26 de
diciembre al hospital de Wuhan, dicho proceso, permitio la identificacién de una nueva cepa de
virus ARN de la familia Coronaviridae, que se denoming inicialmente coronavirus "'WH-Human 1'.

El andlisis filogenético del genoma viral completo reveld que el virus estaba estrechamente
relacionado (grado de similitud en la secuencia de nucleotidos del genoma, de 89.1%) con un grupo
de coronavirus similares al SARS (género Betacoronavirus, subgénero sarbecovirus) que se habian
encontrado previamente en murciélagos en China (Wu et al., 2020).

En un estudio clinico de los primeros casos registrados en Wuhan, que incluy6 41 pacientes
hospitalizados hasta el 2 de enero de 2020, y cuya infeccion por SARS-CoV-2 fue corroborada por
diagnostico molecular utilizando el método RT-PCR y secuenciacion genémica, la mayoria de los
pacientes infectados eran hombres (30 [73%] de 41); menos de la mitad tenia enfermedades
subyacentes (13 [32%]), incluida diabetes (ocho [20%]), hipertension (seis [15%]) y enfermedades
cardiovasculares (seis [15%]). La mediana de edad fue 49 afios. Los sintomas comunes al inicio de
la enfermedad fueron fiebre 98%, tos 76% y mialgia o fatiga 44%; sintomas menos comunes fueron
la produccion de esputo 28%, dolor de cabeza 8%, hemoptisis 5% Yy diarrea 3%. La disnea se
desarroll6 en el 55%, tiempo medio desde el inicio de la enfermedad hasta la disnea 8 dias. EI 63%
presentaron linfopenia. Y los 41 pacientes tenian neumonia con hallazgos anormales en la TC de
torax. Las complicaciones incluyeron sindrome de dificultad respiratoria aguda 29%, ARNaemia
15%, lesion cardiaca aguda en el 12% e infeccion secundaria en el 10%. 13 (32%) pacientes fueron
ingresados en una UCI y seis (15%) fallecieron (Wu et al., 2020). En comparacién con los pacientes
sin UCI, los pacientes con UCI tenian niveles plasméaticos mas altos de IL2, IL7, IL10, GSCF,
P10, MCP1, MIP1A y TNFa (Huang et al., 2020).

Una de las principales limitantes en el desarrollo de tratamientos para la COVID 19, se
debe a que, durante la expansion geografica de la enfermedad, se han descrito diversidad de
sintomas atipicos, y el aumento exponencial de casos ha complicado el desarrollo de registros
sistematicos, principalmente porque ha colapsado los sistemas de salud, y la alta infectividad ha
impedido el desarrollo de autopsias. Actualmente, existen maltiples grupos cientificos intentando
consolidar la informacion sin precedentes, generada para la COVID-19, recientemente se publico
un esfuerzo por categorizar las manifestaciones clinicas extrapulmonares, entre estas,
complicaciones trombaticas, disfuncion y arritmia miocardicas, sindromes coronarios agudos,
lesion renal aguda, sintomas gastrointestinales, lesion hepatocelular, hiperglucemia y cetosis,

12
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enfermedades neuroldgicas, sintomas oculares y complicaciones dermatolégicas (Gupta et
al., 2020).

Sin embargo, aun cuando nunca, tantos cientificos se encontraron trabajando al unisono en
la busqueda de soluciones para el control de una enfermedad, y con tantos recursos tecnolégicos a
su disposicion, la velocidad de la expansion de la enfermedad debido al nivel de globalizacion
actual, gener6 una carrera en contravia que solo demuestra que aun muchos esfuerzos deben ser
desarrollados por generar mas informacion, que sea Util para el desarrollo de vacunas, tratamientos
y estrategias de contencion.

SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un virus de ARN monocatenario de sentido positivo, no segmentado y

envuelto, que se incluye en la subfamilia de Sarbecovirus, Orthocoronaviridae, familia que se
encuentra ampliamente distribuida en humanos y otros mamiferos. Su diametro es de
aproximadamente 65-125 nm, y se encuentra provisto de espinas proteicas, las cuales precisamente
le confieren la forma de corona a la cual deben su nombre (Astuti & Ysrafil, 2020).
SARS-CoV-2 tiene cuatro proteinas estructurales principales: 1. Glicoproteina espiga (S), 2.
Glicoproteina de envoltura pequefia (E), 3. Glicoproteina de membrana (M) y 4. Proteina
nucleocapside (N), ademas cuenta con varias proteinas accesorias. La glicoproteina S es una
proteina transmembrana con un peso molecular de aproximadamente 150 kDa que se encuentra en
la porcidn externa del virus. La proteina S forma homotrimeros que sobresalen en la superficie
viral y facilitan la unién de la envoltura viral a las células huésped por atraccion con la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) expresada en las células del tracto respiratorio inferior
(Astuti & Ysrafil, 2020). Esta glicoproteina es escindida por la proteasa similar a la furina de la
célula huésped en 2 subunidades, S1y S2. La S1 es responsable de la determinacion del rango de
huésped y del tropismo celular con el dominio de unidn al receptor, S2 funciona para mediar la
fusion del virus en la transmision de las células huésped (Astuti & Ysrafil, 2020).

Origen de SARS-CoV-2

Dada la similitud viral en la secuencia gendmica con SARS-CoV-1, se manejaron muchas
hipétesis del origen del virus, desde hipdtesis conspirativas, de generacion de un virus a través de
métodos de ingenieria genética, hasta accidentes de laboratorio. Actualmente la evidencia cientifica
que aportan los analisis de gendmica comparativa y los andlisis evolutivos, apuntan a un origen
zoonotico, a partir de un ancestro comun con coronavirus que se encuentran en murciélagos, y con
un eslabon intermedio que se hipotetiza fue el pangolin (Lam et al., 2020; Zhang et al., 2020).
Dicho origen zoonotico se plantea como el resultado de actividades humanas, como la ingesta y
trafico ilegal de vida silvestre en la region, y que posteriormente el virus dio un salto a la especie
humana, circulando por un tiempo aun no determinado, de forma silenciosa, y que mas tarde por
eventos de seleccion natural, se fijé poblacionalmente una nueva variante viral con las
caracteristicas actuales que le capacitaron para generar esta pandemia (Andersen et al., 2020; Lam
et al., 2020; Zhang et al., 2020)

13



. 9 Direccion General
de Investigacion
TRICENTENARIA

sidad de San Carlos do Guakomala Universidad de San Carlos de Guatemala

Diversidad Genética de SARS-CoV-2

Como se menciono anteriormente muchos paises de Europa y Norteamérica han generado
una gran cantidad de secuencias gendémicas de los virus que circulan en su regién, en menor
cantidad dichas secuencias han sido generadas para el sur de américa y para la region
centroamericana solamente Costa Rica y Panaméa habian desarrollado el proceso hasta ahora, para
Guatemala existen 10 genomas secuenciados a traves de la tecnologia de Oxford Nanopore, sin
embargo dicha secuenciacion fue generada en los Estados Unidos de Norteamérica, por el personal
del CDC. A partir de la informacion generada en las bases de datos, se ha podido evidenciar la
diversidad genética del virus que se ha generado a lo largo de su expansion geogréfica y temporal,
si bien SARS-CoV-2 no presenta particularmente tasas mayores de mutacion a las de otros virus,
la rapidez de su expansion ha permitido que estas se acumulen, evidenciandose ya diversidad
geografica (Shen et al., 2020) y también diversidad intra-huésped (Phan, 2020). Aun cuando la
informacion generada en el area de secuenciacién gendmica es tan grande, su distribucion
geografica es heterogénea, y aun existe un camino importante en los estudios que puedan establecer
potenciales correlaciones entre las variantes genéticas y la agresividad viral o nivel de infectividad.
Aun asi, algunos estudios ya brindan evidencia del desplazamiento de variantes virales con
mutaciones puntuales en regiones de relevancia como la proteina S (D614G), directamente
involucrada con el proceso de ingreso del virus al huésped y que podria tener efectos en su
agresividad (Korber et al., 2020) y otros han mostrado cambios en las regiones blanco de algunos
métodos de diagndstico molecular, los cuales podrian generar falsos negativos en el diagnéstico
(Alvarez-Diaz et al., 2020). Dichos estudios alertan sobre la

importancia de conocer las cepas virales que se distribuyen en una region, para asi acceder
a soluciones diagndsticas, de tratamiento y de contencion efectivas para cada region.

9. Estado del arte

El virus causante del sindrome respiratorio agudo severo Coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
identificado por primera vez en la ciudad de Wuhan, China ha tenido una rapida propagacion a
nivel mundial a pesar de las advertencias y los esfuerzos de agencias de salud por prevenirlo
(Sironi, M., et al., 2020), estableciendo el nombre de esta enfermedad como COVID-19 (GISAID
2020). A la fecha se estiman 71.986.171 de casos y 1.609.413 muertes reportadas por COVID a
nivel mundial, de este total 129.282 casos han sido reportados para Guatemala
(https://coronavirus.jhu.edu/map.html visitado el 13 de dic de 2020), sin embargo, las limitaciones
del sistema de salud nacional dejan dudas respecto a la existencia de un subregistro de casos y
defunciones en el pais. Los andlisis filogenéticos han demostrado que SARS-CoV-2 es miembro
del subgénero Sarbecovirus (género Betacoronavirus), al igual que SARS-COV (Zhou et al., 2020).
Asi mismo se observo que MERS-CoV (subgénero Merbecovirus) estd méas relacionado con el
SARS-CoV-2 que con el SARS-CoV (Sironi, M., et al., 2020).

La plataforma GISAID fue creada en 2008 como una alternativa de acceso publico cientifico para
el intercambio de datos sobre influenza. Actualmente, GISAID juega un papel esencial en el
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diciembre del 2020 se han registrado 231,171 genomas completos de SARS-COV-2 provenientes
de pacientes de todo el mundo (+4,616), excluyendo los de baja cobertura, dejando fuera 245,687
entradas (GISAID 2020). Existen diversos métodos de asignacion de clados y linajes para el estudio
de la dinamica evolutiva de virus, los dos mas relevantes a nivel mundial, durante esta pandemia
han sido el método de Rambaut (Rambaut, A., et al., 2020) y el método propio aplicado por
GISAID, en este tltimo 8 clados del virus se han identificado, de los cuales cuatro se han reportado
para Sudamérica (G, GR, GH, y O). Dentro de las secuencias reportadas en esta base de datos se
encuentran 10 secuencias de los primeros pacientes guatemaltecos, reportadas por el CDC de
Atlanta, sin embargo, no existe ningin estudio hasta la fecha relacionado a estas. La tasa de
generacion de secuencias gendmicas para el virus no tiene precedentes, por lo que la presentacion
de una nomenclatura para el virus SARS-COV-2 racional y dindmica, utilizando un marco
filogenético para la identificacion de los linajes que contribuyen activamente a la propagacion fue
un aporte muy importante (Rambaut, A., et al., 2020). Esta nomenclatura ayuda a rastrear y
comprender los patrones y determinantes de la propagacion global del SARS-CoV-2 al centrarse
en los linajes de virus activos y aquellos que se propagan a nuevas ubicaciones (Rambaut, A., et
al., 2020), por ello, los anélisis presentados en este estudio emplean ambas nomenclaturas y
métodos de asignacion de clados y linajes, permitiendo hacer una inferencia a nivel mundial, acorde
a lo establecido y aceptado para unificar resultados en el caso de este virus en particular. Esta
asignacion de linajes se realizd en el programa Pangolin (Pangolin Phylogenetic Assignment of
Named Global Outbreak LINeages).

10. Objetivo general.

Analizar los genomas de los pacientes positivos en Guatemala para SARS-CoV-2, de marzo a
noviembre de 2020, para caracterizar el origen y la dinamica de transmision viral, como
herramienta epidemioldgica y de monitoreo de la evolucion de la enfermedad en el pais.

11. Objetivos especificos

° Secuenciar y ensamblar los genomas de SARS-CoV-2 de pacientes en Guatemala.

° Desarrollar un analisis filogenético de las variantes virales de SARS-CoV-2.

° Rastrear rutas de transmision a partir de analisis filogenéticos virales.

° Evaluar los cambios en la diversidad genética de las variantes virales circulantes en la
poblacion.

° Identificacion de linajes virales (G, GR, GH, O, L, S, V) circulantes en el pais para el
establecimiento de riesgo epidemiologico.

° Alimentar las bases de datos de genomas de SARS-CoV-2 para que la informacion

generada se encuentre disponible para investigadores alrededor del mundo, que desarrollan
actualmente estudios de prevencion y tratamiento del COVID-19.
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12. Materiales y métodos

12.1. Consideraciones éticas:

El proyecto fue sometido al Comité de Bioética en Investigacion en Salud,
COBIINSAUSAC de la Universidad de San Carlos de Guatemala, cumpliendo con todos los
requerimientos establecidos para la obtencion y uso de una fraccion del excedente de las muestras
de ARN viral, que fueron previamente tomadas con objetivos de diagnostico de COVID-19, en el
centro hospitalario privado Herrera Llerandi. Posterior a la revision del comité, se desarrollaron las
enmiendas requeridas por el mismo, quienes después de una segunda revision otorgaron el aval
bioético para la ejecucion de la investigacion (Anexo 1).

Este fue un estudio retrospectivo, debido a la necesidad de analizar el origen de las primeras
cepas virales que ingresaron al pais, al tratarse de una enfermedad nueva, que en tiempo récord se
convirtié en una pandemia, esto represent6 una imposibilidad de obtener un aval bioético previo al
ingreso y expansion de la enfermedad en el pais, y es por ello las muestras no contaron con un
consentimiento informado, por dicha razén el ARN viral fue entregado al equipo de investigacion
con un nuevo codigo, sin identificadores personales y desvinculando a la muestra de cualquier dato
sensibles del paciente. Por ello, la Unica informacion recopilada y analizada fue la fecha de
extraccion del ARN viral, la region del pais de donde proviene la muestra, la concentracion viral
durante del proceso de amplificacion (medida como valor de carga viral -CT-). Ademas, tampoco
se analizo ni se tuvo acceso al material biolégico humano, puesto que no se accedio a la muestra
primaria (hisopado nasal) sino Unicamente al extracto de ARN viral.

12.2. Enfoque y tipo de investigacion: Estudio cuantitativo y observacional basico
Disefio del Estudio: Estudio retrospectivo, descriptivo, analitico.
12.3. Muestreo:

Poblacién: muestras de ARN viral de SARS-CoV-2 obtenidas de pacientes guatemaltecos
que accedieron de manera directa, o cuyas muestras fueron referidas de otros centros al Laboratorio
Clinico del Hospital Herrera Llerandi, para el diagnostico de COVID-19, entre mayo y noviembre
de 2020.

12.3.1. Muestra: El Laboratorio Clinico del Hospital Herrera Llerandi proporcioné 321 muestras
de ARN viral, de muestras de hisopado nasal que fueron positivas para SARS-CoV-2, entre mayo
y noviembre de 2020. Las muestras fueron almacenadas en ultracongeladores a -70 °C.
Inicialmente se planted una seleccidn de muestras por conveniencia, con una distribucion equitativa
en la escala temporal y espacial del pais, de acuerdo con el registro de casos por region. Sin
embargo, solamente 90 muestras de las 321 muestras cumplieron con los criterios de inclusion para
el proceso de Secuenciacion Gendmica.

12.3.2. Criterios de Inclusion: Se incluyeron dentro del estudio 90 muestras que presentaron CT
menores a 32. Los valores de CT fueron obtenidos durante el proceso de diagnostico por el Hospital
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investigacion del 12QB3 de la Universidad Mariano Gélvez. El valor umbral de CT para la
inclusién de muestras fue establecido con base en la carga viral necesaria para obtener suficientes
lecturas durante el proceso de secuenciacion, que garantizaran valores adecuados de profundidad
y cobertura de los genomas.

12.3.3. Transporte de Muestras: Recepcion, Transporte, Manipulacion y Almacenaje del ARN
viral: Utilizando equipo de proteccion personal (traje completo desechable, guantes de nitrilo, batas
desechables, mascarillas, lentes de seguridad, cofias, zapatones y caretas) las investigadoras
Elizabeth Solérzano y Carmen Lucia Yurrita, asistieron al Laboratorio Clinico del Hospital Herrera
Llerandi para la seleccién, preparacion y transporte de los extractos de ARN. El transporte de las
muestras se realizd todos los protocolos de bioseguridad, los cuales se recopilaron en el
Procedimiento Operacional Estandarizado -POE- de Bioseguridad para el transporte de muestras
(Apéndice 3). Las muestras fueron decodificadas con el objetivo de desvincularlas de todos los
datos sensibles y no contenian ningun identificador personal. Se generaron nuevos cddigos que se
registraron en la tabla contenida en el Apéndice 4, en dicho instrumento se registrd la siguiente
informacion que corresponde Unicamente a datos del virus:

. Fecha de toma de muestra
. Carga viral (cantidad del virus en CT)
. Origen geogréfico.

Los criotubos que contenian la muestras fueron depositados en un sistema de triple
embalaje de la marca Nipro, para garantizar el aislamiento de las mismas, y la bioseguridad del
transporte, ademas dicho sistema se colocd en una hielera con hielo seco para garantizar la cadena
de frio (Apéndice 3), desde el centro de diagndstico hasta las instalaciones del Laboratorio de
Biologia Molecular del Instituto de Investigaciones Quimicas, Bioldgicas, Biomédicas y Biofisicas
de la Universidad Mariano Galvez -12QB3 UMG-. Una vez en las instalaciones del 12QB3 UMG,
las muestras fueron almacenadas en ultracongeladores a -70 °C hasta el procesamiento de estas.

El Laboratorio de 12QB3 es un laboratorio certificado de nivel de bioseguridad 3, este
corresponde con un nivel de bioseguridad mayor al recomendado por CDC para el trabajo de
involucra ARN gendmico de longitud completa. Todos los desechos fueron descartados en bolsas
de polipropileno, rojas con la impresion “Riesgo Biologico™, autoclavables, las cuales fueron
entregadas y tratadas de acuerdo con los protocolos de bioseguridad por la empresa Ecotermo.

12.4. Analisis de Concentracion e Integridad del ARN
Para evaluar la concentracién del ARN almacenado, se realizaron cuantificaciones de ARN

a traves de un método fluorométrico utilizando el equipo Quantus® y el kit de cuantificacion
Quantifluor® de Promega.
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12.5. Corroboracion del Diagndstico y valores de CT

Los diferentes métodos de diagndstico molecular a través de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa con Transcriptasa Reversa -RT-PCR-, se basan en la deteccion de regiones conservadas
del genoma, en el caso del método de deteccion utilizado para el diagnéstico de COVID-19 en el
Hospital Herrera Llerandi, son los genes E y Rdbp, los que son cuantificados, a través de la
hibridacién de cebadores especificos para dichas regiones y la visualizacion de la concentracion
viral por métodos de PCR en tiempo real.

Después de cierto tiempo de almacenaje, el material genético empieza a degradarse, ain
cuando es almacenado en las condiciones ideales, esto debido a la presencia de trazas de algunas
ARNasas y otras nucleasas que quedan posterior a los procesos de extraccion de los acidos
nucleicos, por dicha razon es necesario corroborar la concentracién del ARN de SARS- CoV-2, ya
que el método de cuantificacion fluorométrico no hace distincion entre el ARN viral y otros ARNs
en el medio. Se corroboraron los valores de CT de 274 extractos de ARN, proporcionados por el
Laboratorio Clinico del Hospital Herrera Llerandi, a través del método de deteccién de los genes
E y Rdbp, gRT-PCR, utilizando el protocolo de manufactura del kit comercial Genefinder®.

12.6. Secuenciacién Genémica

Una vez seleccionadas las 90 muestras con valores de CT iguales 0 menores a 32 se
procedid a la preparacion de las librerias.

12.6.1. Preparacion de librerias para genotipificacion de SARS-CoV-2
Preparacion, amplificacion y purificacion de cDNA

Se utilizaron 10 pL del SuperScript IV VILO™ Master Mix y 10 puL de muestra para la
sintesis de ADNc utilizando el siguiente programa de termociclador: 25°C x 10 min, 50°C x 10
min, 85°C x 5 min y espera a 4°C (Farr, et al. 2020). La amplificacion de ADNc fue llevada a cabo
utilizando los cebadores Artic especificos para 2019-nCoV segun Primal Scheme 0,015 uM, Buffer
de reaccion 5x, dNTPs 10mM y Polimerasa de ADN de alta fidelidad de arranque en caliente Q5
para un volumen final de 20 puL (Public Health Ontario, 2020). Esto fue realizado por medio del
siguiente programa: un ciclo de 50°C x 20 min, un ciclo de 95°C x 5 min, y 45 ciclos x 15 seg y
58°C por 60 seg, sequido de una espera a 4°C. Su purificacion se hizo con perlas Ampure XP segun
el protocolo establecido por Jackson (Jackson, 2016).

Preparacion de la biblioteca Tagmento Amplicon ADN

Para la tagmentacion se utilizaron 11pL de transposones ligados a perlas (BLT) y 11uL de
buffer de tagmentacion (TB1) junto con 100-500 ng de ADN por muestra, incubando asi a 55 °C
X 15 min y una espera a 10°C. Se usaron 10 pL de buffer de parado de tagmentacion (TSB) por
muestra y se incubd la placa MIDI con las muestras a 55°C x 15 min y luego una espera a 10°C
(Public Health Ontario, 2020). Posteriormente, se dejo reposar en una placa magnética por 3
minutos para después remover el sobrenadante. Los tres lavados siguientes se realizaron con 100
pL de buffer de lavado de tagmento (TWB), dejando reposar una placa magnética por 3 minutos
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para después remover el sobrenadante. Inmediatamente se posiciond sobre el soporte magnético
sin descartar el sobrenadante hasta su utilizacion (Farr, et al. 2020).

Amplificacion de tagmento de ADN

Se mezclaron 22 UL de mezcla de PCR mejorada (EPM) y 22 pL de adaptadores de indice
(placas), mezclando por vortex y realizando un spindown. De esto se tomaron 40 pL por muestra
y se afiadieron 10 pL de adaptadores de indices. Después de realizar un spindown, se incubd la
placa con el siguiente programa: un ciclo de 68°C x 3 min, un ciclo de 98°C x 3 min, 8 ciclos de
98°C x 45 segundos, 62°C x 30 segundos, 68°C x 2 min, un ciclo de 68°C x 1 min y una espera a
10°C (Farr, et al. 2020).

Purificacion de librerias

La placa se dejé reposar en una placa magnética por 5 min y se transfirieron 45uL de
sobrenadante a un pozo en una placa MIDI nueva. Luego se agregaron 40 uL de agua libre de
nucleasas, 45 uL de perlas de purificacién de muestra (SPB) a cada pozo, mezclando por pipeteo
e incubando a temperatura ambiente por 5 min (Farr, et al. 2020). 125 pL del sobrenadante fueron
transferidos a una placa nueva con 15 pL de SPB y se dejé reposar por 5 minutos a temperatura
ambiente. Se posiciond en un soporte magnetico hasta que el liquido se tornd claro y se descarto el
sobrenadante (Farr, et al. 2020; Public Health Ontario, 2020). Los dos lavados fueron realizados
con 200 pL de etanol al 80% fresco, descartando el sobrenadante y dejando secar al aire en la placa
magnética X 5 min, para después quitar de la placa magnética, agregar 32 uL. de RSB a cada pozo
e incubar a temperatura ambiente por dos minutos (Farr, et al. 2020).

Normalizacion de ADN y desnaturalizacion de librerias

Luego de cuantificar por el método de preferencia se normalizaron las librerias a 4 nM
diluyendo con buffer RSB y se transfirieron 5 pL a un tubo de 2 ml de biblioteca agrupada de
amplicones (PAL), centrifugando brevemente. En un tubo se combinaron 5 uL de ADN de muestra
4 nM a5 pL de NaOH 0.2 N, mezclando por vortex y centrifugando la solucién de la muestra a
280 gravedades por 1 minuto. Luego, se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente y se
agregaron 10 pL de muestra de ADN 4 nM a 900 uL de HT1 (buffer de hidrolizacidn) frio (se
tendria una biblioteca desnaturalizada de 20 pM en NaOH 1 mM) (Farr, et al. 2020). Para el control
de la secuenciacion se utilizo el PhiX Control v3 (Ilumina, SF).

Dilucién de biblioteca desnaturalizada

Utilizando 356.4 pL de ADN 20 pM, 3.6 pL de Phix 5% y 240 pL de HT1 frio se obtuvo
una concentracion final de 12 pM, lo cual fue mezclado por inversion. Luego, con 2 ul de biblioteca
PhiX 10 nMy 3 pul de Tris-Cl 10 mM (pH 8,5) con Tween 20 al 0,1% se diluy0 el Phix a 4 nM. En
un tubo se afiadieron 5 ul de Phix 4nM con 5ul de NaOH 0.2N, mezclando por vortex y
centrifugando 280 x g por un minuto (esto se incub6 a temperatura ambiente por 5 minutos).
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Posteriormente, se combinaron 10 pl de PhiX y 990 pl de HT1 frio para diluir Phix a 20
pM, mezclando por inversion. Finalmente, se combino la biblioteca con el control de Phix y se
almacend a 4°C hasta ser cargado en el cartucho de reactivo del equipo de secuenciacién MiSeq
(Farr, et al. 2020).

Almacenaje de Muestras

Durante el tiempo de duracidon del proyecto, el ARN viral permanecerda guardado en
ultracongeladores a -70 C en las instalaciones del Laboratorio de Biologia Molecular del -12QB3
UMG-, con acceso restringido a las investigadoras de este proyecto, esto en caso alguno de los
andlisis deba ser repetido, una vez finalizado el proyecto, y publicadas las secuencias, se procedera
al descarte de los extractos de ARN, de acuerdo con las normas de bioseguridad previamente
descritas.

12.7.  Analisis bioinformatico
12.7.1. Analisis Primario de Secuencias

Antes de proceder a analisis especificos, es necesario el procesamiento inicial de las lecturas
obtenidas de la secuenciacion, con el fin de generar archivos en formato FASTA, los cuales
funcionan como archivos de entrada de diversos métodos de analisis secundarios de las secuencias,
este proceso se describe de forma grafica en la figura X: y los pasos son descritos a detalle a
continuacion:

12.7.1.1. Filtrado por calidad y recorte de adaptadores

Durante el proceso de secuenciacion las lecturas se unen a adaptadores e indices que
permiten que la secuenciacion se desarrolle, y al mismo tiempo que las lecturas correspondientes
a cada muestra sean identificables, estos fragmentos nucleotidicos cortos, deben ser eliminados de
las lecturas generadas, puesto que no forman parte de la secuencia de interés, en un proceso llamado
recorte (triming), en esta ruta bioinformatica se utilizo el software FASTQToolkit de la plataforma
de Illumina Basespace, para este fin, y para el que se describe a continuacion.

Otro de los primeros pasos de todo anélisis de secuencias, es el filtrado de lecturas de baja
calidad, medida como la probabilidad de generacién de errores en la secuenciacion a traves del
método Phred. Un valor estandar de buena calidad para la secuenciacion de tipo Illumina es mayor
o igual a Q30, que equivale a una probabilidad de error en la asignacion del nucleétido de 1 en
1000, la herramienta FASTQToolkit fue configurada para el filtrado de las secuencias con valores
Phred menores a 30.
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12.7.1.2. Evaluacién de calidad de lecturas

Una vez realizado el proceso de filtrado y recorte de las lecturas generadas en la
secuenciacion, se procedio a corroborar la calidad de las lecturas filtradas y recortadas utilizando
la herramienta Fastqc, la cual genera un segundo proceso de filtrado, en caso hayan quedado
lecturas de mala calidad, al mismo tiempo genera dos archivos html para las secuenciaciones de
tipo paired end, que generan lecturas de la hebra templada en direccion 3"-5"y 5°-3". Estos archivos
pueden visualizarse en el sitio de Fastqc, y permiten la evaluacion tanto del valor Phred como de
los indicadores de calidad de las lecturas: Contenido de GC, distribucion de kmers y la distribucion
de las lecturas en el genoma. Como resultado de este analisis se cuenta con archivos en pares de
lecturas para cada una de las muestras en formato Fastag.

12.7.1.3. Mapeo al genoma de referencia

Durante el proceso de secuenciacion utilizando el método de amplicones, la secuenciacion
generada es mucho mas especifica, que las que utilizan métodos de secuenciacién aleatorios, sin
embargo, dentro de los archivos de lectura pueden existir lecturas no especificas, por ello es
necesario realizar un alineamiento que mapea las lecturas generadas con un genoma de referencia
seleccionado. En este caso se utilizd el genoma de referencia para SARS-CoV-2 de la ciudad de
Wuhan, depositado en formato fasta con el identificador MN908947.3, y el cual fue descargado
desde la base de datos del sitio del Centro Nacional para la Informacién Biotecnolédgica -NCBI-.

Para el mapeo con el genoma de referencia se utilizo el software Burrows-Wheeler Aligner
(BWA) el cual se utiliza de forma estandarizada en rutas bioinformaticas para el mapeo de
secuencias con una baja divergencia contra un genoma de referencia, como es el caso de este
estudio (Li H. and Durbin, 2009). EI mapeo fue configurado para el ingreso de archivos de
secuenciacion pareada en formato Fastaqg, y el resultado generé archivos binarios de las secuencias
que mapearon al genoma de referencia (archivos .bam), indices de los mismos generados con el
genoma de referencia (archivos .bai), asi como los archivos ordenados en formato binario
(archivos .bam.sorted).

12.7.1.4. Llamado, filtrado de variantes y generacion de secuencias consenso en formato
Fasta

Para este momento se cuenta con archivos de tipo binario que contienen multiples lecturas
de alrededor de 150 pares de bases alineadas al genoma de referencia, con profundidades por arriba
de 10X, esto significa que cada sitio nucleotidico fue re-secuenciado al menos 10 veces, el
programa mplieup de la herramienta BCFtools (Li, et al., 2009), genera un llamado o busqueda de
variantes dentro de estas lecturas, para cada una de las muestras, y mas tarde con el programa
bcftools consensus, genera un consenso de dichas variantes para cada sitio nucleotidico de cada
genoma, el resultado son los archivos consenso en formato Fasta. Este Gltimo paso fue generado
en el Cluster de LIIGH/UNAM, debido a la necesidad de alta capacidad computacional para su
desarrollo.
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Filtrado por calidad y recorte de
adaptadores en softwares FastQ Lecturas con valor de calidad
Toolkit dela plataforma de Phred arriba de Q30
Tllumina Basespace

Lecturas aprox 150 bp
procedentes de la secuenciacion
en formato Fastaq

Llamado de Variantes (Variant
=4 Calling) en el paquete mpileup
de BCFtools

Mapeo a genoma de referencia
construccion de indices en el
paquete BWA de UGENE

archivos .bam, indices y
archivos.sorted.bam

Filtrado de variantes . .
; o y Archivos consenso en formato

archivos VCF construccion de secuencias :
FASTA
consenso con BCFtools

Figura 1. Ruta bioinformatica de andlisis Primarios de las lecturas obtenidas del proceso de secuenciacion.
El color fucsia corresponde a cuadros que integran tipos de archivos, y el color azul a procesos y softwares
utilizados.

12.7.2. Asignacion de linajes, clados y analisis de diversidad

Ademas de las 89 secuencias generadas en el este proyecto, se procedid a realizar la
descarga de las 10 secuencias depositadas en la base de datos de GISAID, asi como los metadatos
disponibles, este analisis permitié ampliar el lapso de analisis de la diversidad genémica de SARS-
CoV-2 en el pais, asi como comparar, esas primeras introducciones con las secuencias por nosotros
generadas.

En total 99 secuencias guatemaltecas fueron ingresadas al sitio en linea del Centro de
Vigilancia de Patdégenos Gendmicos, Pangolin, para proceder a la asignacion de linaje a cada una
de las secuencias, de acuerdo con el método de Rambaut, 2020.

De la misma forma las 99 secuencias fueron ingresadas a la aplicacion CoVsurver mutation
app del sitio en linea de GISAID, para la asignacion de clados de acuerdo con su método de
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clasificacion, asi como para la deteccion de mutaciones y otros indicadores de diversidad
importantes, y que seran descritos en la seccion de resultados.

12.7.3. Alineamiento Multiple de Secuencias

De manera simultanea a la asignacion de clados y linajes, las 99 secuencias fueron alineadas
a través de un alineamiento global de tipo iterativo, al genoma de referencia de SARS-CoV-2
previamente descrito, utilizando la version en linea del software MAFFT (Katoh, Rozewicki, &
Yamada, 2018).

Un segundo alineamiento multiple utilizando la misma configuracion, fue desarrollado
incluyendo 65 secuencias provenientes de 8 paises de América del sur, como una forma de
comparacion de la diversidad observada en la region.

Ambos alineamientos fueron revisados manualmente y visualizados con la herramienta
Jalview 2.11.1.3 (Waterhouse, et al., 2009)

12.7.4. Analisis Filogenéticos

Mas tarde se desarrolld un andlisis filodinamico de las 99 secuencias alineadas de SARS-
CoV-2 de pacientes guatemaltecos utilizando el software 1Q-TREE (Nguyen, Schmidt, von
Haeseler, y Minh, 2014), el programa se configurd para la busqueda y asignacién del modelo
evolutivo que mejor se ajustara a los datos. Para la generacion del arbol filogenético se utilizo un
método de busqueda de arboles utilizando algoritmos de Maxima Verosimilitud, para acceder al
soporte de las ramas, el proceso de busqueda se realizé con 10,000 permutaciones de Bootstrap.

Un segundo analisis con las mismas caracteristicas fue desarrollado para el alineamiento
que incluyd las 65 muestras sudamericanas. Ambos arboles fueron explorados inicialmente
utilizando la herramienta en linea ITOL v4 (Letunic and Bork, 2019).

12.7.5. Analisis Espaciales

Los analisis espaciales se realizaron utilizando las herramientas en linea Microreact
(http://microreact.org) (Argimon et al. 2016) y TreeTom (https://camayal.info/wa/treetom/)
(Maya-Lastra, 2020). Estas herramientas permiten visualizar las relaciones filogenéticas de las
secuencias en un plano geografico permitiendo explorar la dindmica espacial de los distintos
linajes.

Se realiz6 un andlisis de la distribucién geogréfica de las secuencias a nivel nacional, y para tener
una vision mas amplia del comportamiento de los datos se realiz6 un analisis incluyendo secuencias
de libre acceso de 8 paises de América del Sur (Argentina, Brasil, Colombia, Chile, Ecuador, Peru,
Uruguay y Venezuela).
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Las herramientas utilizadas necesitan dos tipos de archivos, uno conteniendo la informacién
geogréfica (coordenadas y el codigo de identificacion de las secuencias) en un formato CSV
separado por comas y otro conteniendo la informacion filogenética en un formato Newick. El
cddigo de identificacion de las secuencias debe ser exactamente el mismo en los dos archivos. Para
los andlisis a escala nacional se asignaron coordenadas geograficas a nivel de municipio a cada una
de las secuencias generadas durante el trabajo. Para los analisis a nivel regional se asigné una
misma coordenada de Guatemala a todas las secuencias generadas.

Adicionalmente, se incluyé la siguiente informacién en el archivo CSV para tener una
visualizacion espacial y temporal méas detallada de las secuencias: informacion del linaje de
correspondiente a la nomenclatura de Pangolin (https://cov-lineages.org/pangolin.html) de cada
una de las secuencias generadas, otra con un codigo de color en formato Hex para cada uno de los
linajes y una ultima con la fecha en que fue realizado el examen diagndstico del paciente.

12.8. Deposito de secuencias genomicas de SARS-CoV-2 en bases de datos de acceso libre

Los archivos de secuencias gendmica virales, al igual que todos los proyectos de secuenciacion
gendmica de SARS-CoV-2 a nivel mundial, de forma estandarizada, seran colocados en la base de
datos de la iniciativa cientifica global y fuente primaria de datos gendmicos de influenza GISAID
(gisaid.org), y que se convirtio en el repositorio mundial para datos genémicos de SARS-CoV-2,
ademaés dicha base se conectaréd con la base de datos Genebank del Instituto Nacional de Salud
(NIH). Dichas acciones garantizardn el acceso a investigadores alrededor del mundo que
desarrollan estrategias para combatir la enfermedad con base en informacion gendmica. Para poder
utilizar la informacion generada por los proyectos de secuenciacion los usuarios deben citar al
proyecto segln los numeros de acceso otorgados al momento de subir las secuencias. Dado que,
durante el proceso de generacion de las secuencias, como se menciond anteriormente, los datos de
secuencias gendmicas virales han sido desvinculados de informacion personal de los pacientes, los
unicos datos que se depositaran pertenecen a informacion del virus. Debido a que las secuencias
seran depositadas asociadas a la publicacion cientifica en una revista arbitrada internacional, aun
cuando se cuenta con todos los requerimientos necesarios para su deposito, este serd concluido
hasta el momento de la publicacion.

13. Vinculacion, difusion y divulgacion

Para el desarrollo del proyecto, se realiz6 una vinculacién con la Universidad Mariano
Galvez, a través del Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Investigaciones Quimicas,
Biologicas, Biomédicas y Biofisicas 12QB3, como resultado de dicha vinculacion se integro un
equipo de investigacion con el grupo de investigadoras del area de gendmica del 12QB3, licenciada
Suzette Boburg, Licenciada Karen Cifuentes, Licenciada Milagros Gomez, MSc Rebeca Méndez
y la MSc. Alejandra Sierra.
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El equipo de 12QB3 dirigio la parte de laboratorio de la generacion de librerias y
secuenciacion masiva en la plataforma Miseq de Illumina, asi como la corroboracion de los valores
de CT y calidad del ARN de las muestras.

Debido a que dicho laboratorio es el mas completo para secuenciacién gendémica en
Guatemala y a que el nivel de experticia de sus investigadoras en el area de laboratorio de la
secuenciacion gendmica, esta alianza es un resultado importante de este proyecto, ya que permitira
futuras colaboraciones en el area de las 6micas, para investigadores de la Universidad de San
Carlos, dado que, hasta el momento la Universidad no cuenta con dicha tecnologia.

Alianza con Hospital Herrera Llerandi: Tanto las autoridades del Hospital como el personal
del Laboratorio clinico, en especial la licenciada Patricia Diaz encargada del diagnéstico de SARS-
CoV-2, fueron unos facilitadores extraordinarios de las muestras necesarias para el desarrollo del
proyecto, dicha alianza fue clave para el desarrollo del proyecto, ante la negativa a la participacion
del monitoreo de la diversidad genética y evolucion viral, por las instituciones consultadas en el
sistema nacional de salud

A traveés de la participacion en el proyecto de la Dra. Moguel, fue posible realizar una parte
de los andlisis bioinformaticos en el cluster del Laboratorio Internacional de Investigacion sobre el
Genoma Humano -LIIGH/UNAM, para la realizacion de este trabajo se cont6 con el apoyo de Luis
Aguilar, Alejandro De Leon, Carlos Flores y Jair Garcia del Laboratorio Nacional de Visualizacion
Cientifica Avanzada”. Esta fue otra colaboracion clave, debido a la ausencia de estos recursos
dentro de la Universidad de San Carlos de Guatemala, y a la necesidad de alta carga computacional,
asi como al tiempo record en el cual los anélisis de este proyecto fueron generados.

Por ultimo, se generd una vinculacion con la Universidad del Valle de Guatemala, a través
de la participacion y apoyo al proyecto, del estudiante de bioquimica y microbiologia Alvaro
Bautista, quien se encuentra desarrollando sus préacticas profesionales con el proyecto, y quien
contribuyo en la elaboracion de los Procedimientos Operacionales Estandarizados, revision de
literatura y generacion de documentos de registro
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14. Resultados

14.1. Andlisis de calidad de las secuencias

De las 90 secuencias genomicas, 89 cumplieron con los estandares de calidad, con valores
de Phred incluso por arriba de Q37, asi como con un nimero elevado de lecturas por muestra,
exceptuando la muestra SC86, razon por la cual, esta muestra fue descartada de los analisis
posteriores.

14.2.Asignacion de linajes, clados y andlisis de diversidad:
14.2.1. Analisis de asignacion de clados en GISAID

El analisis en la aplicacion CoVsurver mutation analysis of hCoV App, de la plataforma
GISAID, asigné un clado de pertenencia a cada una de las muestras guatemaltecas del virus, a
partir de un anélisis de genémica comparativa con los 231,171 genomas completos de SARS-COV-
2 existentes en su base de datos. Ademas, se desarrollaron anélisis de diversidad de las secuencias,
los indicadores generados fueron: Numero, porcentaje y listado de mutaciones previamente
descritas y nuamero, porcentaje y listado de mutaciones unicas, los indicadores se encuentran
listados en la Tabla 1 del Apéndice 6, y los resultados més relevantes se listan en el Cuadro 2.

Numero de Secuencias que | NO la Mutacion
Numero de Secuencias presentaron la Mutacion D614G enla

Clado pertenecientes al clado 614G en la proteina S proteina S
1 (Genoma 1234,

muestreado a
G 26 98 inicios de la

Niimero de Secuencias que

Presentaron Mutaciones

GR 27 Unicas
GH 41 58

S 1
Otro 4

Cuadro 2. Resumen de asignacion de Clados en el Sistema de GISAID y mutaciones relevantes.

Por ultimo, se generaron dos modelos giratorios en 3D de la proteina S que indican los sitios
mutados en el colectivo de secuencias circulantes en el pais.
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Figura 2. Modelos en 3D de la proteina de Espiga (Spike protein), desarrollada en la aplicacion
CoVsurver de GISAID. a) Proteina S en conformacion hacia abajo PDB: 6acc, EM 3.6 Angstrom
con RBD en conformacién hacia abajo. b) Proteina S acoplada al receptor celular de las células
humanas ACE2 (en verde). Las esferas de colores representan las mutaciones encontradas en la
proteina S para las 99 secuencias de Guatemala analizadas. Mutaciones Estructurales:
A27V R102T D138Y M1531 D198G L2421 Y266F Y313H F318S R319G K558R
D614G A647S A653V Q675H(674) T7911 S939F Mutaciones no estructurales: L5F(N-term) V6F(N-
term) M12291(C-term) V1264L(C-term),
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14.2.2. Asignacion de linajes en Pangolin por el método de Rambaut

Utilizando la plataforma en linea de Pangolin se generd la asignacién de linaje de acuerdo con el
método de Rambaut, para cada asignacion se generé el porcentaje de probabilidad de asignacion,
los valores bajos no indican errores en las secuencias, la presencia de mutaciones unicas disminuye
la similitud y homologia con los linajes tipo. Ademas, el andlisis brinda informacion relevante para
cada linaje, como los paises en los cuales se han presentado con mayor frecuencia, lapsos de
reporte, asi como el ultimo dia en el cual el linaje se reportd en las bases de datos mundiales

(Cuadro 3).
Nombre de la Linaje de Probabilidad de Paises en los que el linaje Fechas en las que los Dias desde el
secuencia Pangolin Asignacion se ha presentado con linajes han sido ultimo reporte de
mayor frecuencia reportados a nivel muestreo del
mundial linaje
SC104 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC105 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC106 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC107 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC109 B.1.1.68 1 RUS, RU, USA abr-03, oct-09 62
SC10 B.1 0.54 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC110 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC111 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC115 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC12 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC137 B.1.1.68 1 RUS, RU, USA abr-03, oct-09 62
SC139 B.1.107 1 DIN, RU, USA mar-16, sep-30 71
SC142 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC14 B.1.25 1 AUS, RU, USA mar-13, agosto-30 102
SC158 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC15 B.1.1.71 1 HOL, RU, AUS mar-06, jun-16 177
SC166 B.1.1.71 1 HOL, RU, AUS mar-06, jun-16 177
SC16 B.1.25 1 AUS, RU, USA mar-13, agosto-30 102
SC17 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC197 B.1.1.71 1 HOL, RU, AUS mar-06, jun-16 177
SC198 B.1.1.77 1 USA, RU, PER mar-18, sep-29 72
SC199 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC19 B.1.1.71 1 HOL, RU, AUS mar-06, jun-16 177
SC201 B.1.1.68 1 RUS, RU, USA abr-03, oct-09 62
SC202 B.1.5 0.87 RU, USA, ESP feb-26, oct-17 54
SC204 B.1.1 0.46 RU, USA, PORT feb-10, oct-18 53
SC205 B.1.1 0.46 RU, USA, PORT feb-10, oct-18 53
SC207 B.1.1 0.46 RU, USA, PORT feb-10, oct-18 53
SC209 B.1.1 0.46 RU, USA, PORT feb-10, oct-18 53
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SC213 B.1.1 0.46 RU, USA, PORT feb-10, oct-18 53
SC218 B.1.5 1 RU, USA, ESP feb-26, oct-17 54
SC219 B.1.1.68 1 RUS, RU, USA abr-03, oct-09 62
SC21 B.1.1 0.46 RU, USA, PORT feb-10, oct-18 53
SC220 B.1.1.71 1 HOL, RU, AUS mar-06, jun-16 177
SC221 B.1.1.71 1 HOL, RU, AUS mar-06, jun-16 177
SC248 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC251 B.1.1 0.46 RU, USA, PORT feb-10, oct-18 53
SC252 B.1.1 0.46 RU, USA, PORT feb-10, oct-18 53
SC256 B.1.1 0.46 RU, USA, PORT feb-10, oct-18 53
SC259 B.1.1.71 1 HOL, RU, AUS mar-06, jun-16 177
SC25 B.1 0.54 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC264 B.1.76 0.86 RU, NOR feb-24, oct-07 64
SC267 B.1.107 1 DIN, RU, USA mar-16, sep-30 71
SC268 B.1.1.71 1 HOL, RU, AUS mar-06, jun-16 177
SC271 B.1.1 0.46 RU, USA, PORT feb-10, oct-18 53
SC273 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC275 B.1.5 1 RU, USA, ESP feb-26, oct-17 54
SC29 B.1.1.71 1 HOL, RU, AUS mar-06, jun-16 177
SC2 B.1.138 1 AUS mar-22, mar-26 259
SC34 B.1.2 1 USA, RU mar-09, oct-12 59
SC36 B.1 0.3 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC39 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC40 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC41 B.1.1.68 1 RUS, RU, USA abr-03, oct-09 62
SC43 B.1.1 1 RU, USA, PORT feb-10, oct-18 53
SC45 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC46 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC47 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC49 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC4 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC52 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC54 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC55 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC56 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC57 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC58 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC59 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC60 B.1.13 1 RU, AUS, CAN mar-09, oct-05 66
SC61 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC63 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC64 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC65 B.1 0.6 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
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SC67 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC68 B.1.1 1 RU, USA, PORT feb-10, oct-18 53
SC69 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC70 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC72 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC73 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC74 B.1.1.71 1 HOL, RU, AUS mar-06, jun-16 177
SC75 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC76 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC79 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC7 B.1.36 0.89 RU, IND, ARBSA feb-16, oct-15 56
SC82 B.1.130 1 RU, ARBSA, USA mar-20, oct-17 54
SC83 B.1 0.5 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC86 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC87 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC89 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
SC95 B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52

hCoV-19/CDC- B.1 0.54 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 39
1227

hCoV-19/CDC- B.1 0.54 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 39
1228

hCoV-19/CDC- B.1 0.54 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 39
1230

hCoV-19/CDC- B.1 0.54 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 39
1231

hCoV-19/CDC- B.1 0.54 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 39
1232

hCoV-19/CDC- B.1 0.54 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 39
1233

hCoV-19/CDC- A3 1 USA, RU, AUS ene-28, jul-01 162
1234

hCoV-19/CDC- B.1 0.54 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
1235

hCoV-19/CDC- B.1 1 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 52
1236

hCoV-19/CDC- B.1 0.91 RU, USA, FRA ene-10, oct-19 39
1229

Cuadro 3: Andlisis de Linajes en Pangolin 2.0 de acuerdo con la clasificacion de Rambaut, A., et al., 2020.
RU: Reino Unido, USA: Estados Unidos de Norte América, FRA: Francia, AUS: Australia, ESP: Espafia,
RUS: Rusia, PORT: Portugal, NOR: Noruega, DIN: Dinamarca, HOL: Holanda, PER: Per.

14.3 Analisis Espaciales

14.3.1. Analisis Espacial y Linea de tiempo de aparecimiento de linajes de Rambaut en
Guatemala:

Los siguientes gréaficos presentan la filogenia de los linajes de Rambaut de las secuencias de SARS-
CoV-2 circulantes en Guatemala de marzo a noviembre de 2020 (Figura 3 a). Ademas, se incluye
una linea de tiempo que muestra los linajes introducidos al pais, asi como el recambio de los
mismos a través del desarrollo de la pandemia en el pais (Figura 3 b). Por altimo, la diversidad de
linajes es proyectada en el mapa de Guatemala para visualizar la distribucion espacial de la
diversidad de las muestras evaluadas de SARS-CoV-2 en en el pais (Figura 3 c).
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Figura 3. Filogenia y distribucion espacial y temporal de los linajes segin Rambaut de las muestras de SARS-CoV-2 evaluadas en Guatemala: a)
arbol filogenético de Méxima Verosimilitud, construido en 1Q-Tree, b) Linea de tiempo de aparecimiento de linajes, ¢) Mapa de distribucién de
linajes en Guatemala, y d) cddigo de coloracion por linaje (los colores corresponden con la asignacion de linajes en Pangolin).
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14.3.2. Analisis Espacial de linajes en Guatemala y Sudamérica
Como un método de comparacion de la diversidad de linajes de SARS-CoV-2 en

Guatemala, se realiz6é un analisis de la distribucion de linajes de forma simultanea en Guatemala y
8 paises sudamericanos (Figura 4).
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Figura 4. Mapa de distribucion de linajes de de SARS-CoV-2 de Pangolin, presentes en Guatemalay 8
paises sudamericanos. La proyeccion del mapa se generd en programa microreact y los colores
corresponden con la asignacion de linajes en Pangolin
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14.3.3. Analisis filodinamico de linajes del virus SARS-CoV-2 en Guatemala y Sudamérica
Los ultimos analisis espaciales fueron desarrollados en el software TreeTom y proyectan la correspondencia no solo de los linajes con la procedencia geografica de
la muestra, sino también con los clados obtenidos del analisis filogenético con el método de maxima verosimilitud en IQ-Tree, la proyeccidn permite la visualizacion

no solo de la diversidad sino la homologia entre los diferentes linajes de SARS CoV2.
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-F.i;gura 5. Mapa de proyeccién de linajes de SARS-CoV-2 de Guatemala y Sudamérica construido en el software TreeTom (los colores corresponden con la asignacion

de linajes en Pangolin).
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15. Analisis y discusion de resultados

15.1. Analisis de calidad de las secuencias

Durante el desarrollo de la pandemia se generaron diversas estrategias y protocolos para la
secuenciacion y analisis de los genomas de SARS-CoV-2, para este estudio se utiliz6 el método
del panel de secuenciacion de ARTIC, el cual hace uso de cebadores especificos que hibridan a lo
largo de todo el genoma de SARS-CoV-2, permitiendo la generacion de lecturas de 150 pares de
bases, que se traslapan hasta cubrir la totalidad de la secuencia del virus. Este método fue
seleccionado con el fin de generar secuencias focalizadas, debido a que no se evaluaria de forma
simultanea el genoma ni del huésped humano, ni de la microbiota del paciente.

La alta calidad obtenida para las lecturas provenientes de las secuencias, con valores de
Phred por encima de 30 y valores de profundidad y cobertura por encima del 95% del genoma,
demostro que el protocolo seleccionado fue ideal, para un enfoque de secuenciacion especifica del
virus. Otros protocolos deben ser considerados cuando el objetivo de estudio es la interaccion del
genoma del virus con el genoma del paciente y su microbiota.

Solamente una de las muestras secuenciadas no present6 un alto nimero de lecturas, debido
a que dicha muestra, la SC86, contaba con una alta carga viral, CT 18, inferimos que la ausencia
de suficientes lecturas se debe a la presencia de restos de inhibidores de la PCR, provenientes de
pasos previos de limpieza de las librerias de secuenciacion.

15.2.Analisis de asignacion de clados, linajes y diversidad

Como se menciond anteriormente la generacion de informacion de genomas totales y
parciales, asi como su depo6sito en bases de datos de acceso libre a nivel mundial, ha permitido que
los investigadores generen informacién de la dinamica de evolucion y transmision de las cepas o
linajes virales, en tiempo real en un evento sin precedentes. Durante el afio 2020 desde el mes de
enero cuando China generaba las primeras secuencias del virus, se desarrollaron diversos esfuerzos
por generar sistemas de nomenclatura que permitieran ademas de la clasificacion, la comprensién
y el rastreo de rutas de transmision a nivel local y global, dos de los métodos mas utilizados y
aceptados actualmente, son la clasificacion de clados por GISAID y de linajes por Pangolin.

Por lo que en este estudio decidimos evaluar la distribucion de linajes y clados utilizando
ambos métodos, respecto al método de clasificacion de GISAID pudimos observar una alta
diversidad en las primeras introducciones del virus al pais, registrandose en tan solo los 10 primeros
dias del desarrollo de la pandemia en el pais, 4 de los 8 clados existentes a nivel mundial, sin
embargo a lo largo del desarrollo de la enfermedad en meses posteriores, se observo un recambio
en la prevalencia de ciertos clados, por otro lado el clado S introducido el 19 de marzo al pais, no
volvid a muestrearse nunca mas, en el universo de muestras de este estudio, lo que podria reflejar
un evento de éxito en el aislamiento de dicho paciente puesto que no solo no volvié a presentarse
el clado nunca mas en las muestras secuenciadas, sino que ademas el andlisis filogenético de esta
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misma muestra, utilizando la clasificacion de Pangolin, no presenta ramificaciones posteriores
(linaje A3 en el sistema de clasificacion de Pangolin), lo que evidencia, la ausencia de transmisién
de este paciente a otros, al menos en el universo muestreado en este estudio.

Otro hallazgo importante fue el recambio de la prevalencia de ciertos clados, durante las
introducciones del mes de marzo se presentd una alta frecuencia de los clados G y O, sin embargo,
actualmente los clados de mayor representacion en el pais son el clado GRy el clado GH, el primero
no presenta representacion en las secuencias introducidas durante el mes de marzo, sin embargo
dado que para los meses de abril y mayo, no se cuenta con secuencias, se desconoce si la alta
distribucién actual de este clado (GR), corresponde a la proliferacién de una introduccién no
documentada en este estudio, o si se debe a un proceso de evolucion convergente de las cepas GR.
Respecto al clado GH su alta distribucion actual podria indicar el evento opuesto al evidenciado
con el clado S, puesto que de una solo introduccion del clado GH durante los primeros dias de
marzo, actualmente este, representa mas del 40 por ciento de las secuencias muestreadas de marzo
a noviembre del 2020, si el origen de este alto porcentaje proviene de pocas introduccién o una
sola, este caso seria un ejemplo iconico de malas medidas de aislamiento, que tuvieron como
resultado el desarrollo de multiples infecciones subsecuentes.

Cabe resaltar que la discusion y conclusiones obtenidas de este estudio, provienen de una
pequeria fotografia local del area metropolitana de tan solo 99 secuencias, es por ello que mas
informacion es necesaria para llegar a conclusiones con un mayor soporte.

Respecto a la asignacion de linajes de acuerdo con el método de Rambaut, este, también reveld
una alta diversidad de los virus que circulan actualmente en el pais, sin embargo, aunque diversos,
muchos pertenecientes a clados monofiléticos, lo cual pudo observarse cuando se evaluo la
construccion de filogenias de los linajes.

Otra informacion importante obtenida del andlisis de mutaciones y diversidad del sitio de
GISAID, es la alta frecuencia de mutaciones previamente descritas, asi como de mutaciones Unicas
y novedosas, cada una de dichas mutaciones merece un analisis posterior profundo, que permita
comprender la relevancia de cada una de las centenares de mutaciones detectadas, por otro lado, es
importante resaltar las mutaciones relacionadas a la proteina de espiga S (proteina Spike), dado
que esta proteina funciona como el sitio de unién de los receptores celulares ACE2 en humanos,
es por ello que ha sido el objeto de mdltiples estudios, puesto brinda la especificidad del huésped
al coronavirus, asi como el tropismo tisular. Una de las mutaciones méas estudiadas corresponde a
la mutacion D614G que genera un cambio aminoacidico en la proteina y cuyo cambio no solo ha
sido de especial atencion porque ha desplazado a la variante inicial, sino porque se le han atribuido
una mayor capacidad de infeccién, y una menor agresividad en los virus que la presentan, en este
punto, dentro de las 99 secuencias analizadas solamente 1 no cont6 con la mutacién D614G, de
manera interesante pudimos observar que dicha secuencia corresponde justamente con la muestra
de la cual no pudimos trazar infecciones subsecuentes (clado S en GISAID y linaje A3 en pangolin),
lo cual seria coincidente con las hipotesis establecidas, de que dicha variante confiere una menor
capacidad de infeccién al virus, sin embargo no podemos establecer si se trata de un proceso
selectivo, puesto que la alta tasa de introduccion de la variante que contenia la mutacion D614G al
pais, podria también darnos fuertes indicios de que la dindAmica observada coincide con un efecto
de fundador.
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Respecto al modelaje en tres dimensiones de la proteina de espiga, se puede observar una alta
incidencia de mutaciones en la proteina de los genomas muestreados en el pais, sin embargo,
ademas de la relevancia de la mutacion D614G, no se encontraron mutaciones en la region de union
de la proteina S al receptor celular ACE2 como se evidencia en la figura 2 b. Y aunque se pueden
observar en las imagenes muchas mutaciones en la region cercana al dominio RBD, dominio de
unién al receptor, muchas de estas mutaciones, no implican cambios en el marco de lectura, ni
cambios en la codificacion de aminoacidos que conforman la proteina. Por Gltimo, debido a la
aparicion de la nueva mutacion la proteina S de genomas aislados de pacientes europeos A22V, se
realizé la busqueda de esta mutacién dentro de los genomas del pais, sin embargo esta no pudo ser
detectada.

15.3. Analisis Espaciales

Respecto a los analisis espaciales generados en microreact y Treetom, los hallazgos més
importantes son la alta diversidad de linajes distribuidos en el pais, cuando estos son comparados
con secuencias provenientes de América del sur, también la proyeccion de los clados sobre el mapa
de América permite observar, que la distribucion de los clados parece tener una estructuracion
geografica, que corresponde a clados monofiléticos de distribucion limitada, lo que hablaria de
que, a pesar de la rapida dispersion de la enfermedad a nivel global, el cierre de fronteras si parece
haber tenido un efecto importante en la limitacion posterior de la transmision de la enfermedad a
grandes distancias geograficas (en Guatemala y Sudamérica), asi como efectos locales de
filodinamica de los linajes virales.

Por otro lado el analisis de escala fina en el pais observado en la Figura 3 demuestra
procesos de transmision local provocados por introducciones limitadas, que no fueron contenidas
ni aisladas de manera correcta (lo cual puede observarse por pocos casos iniciales que dan origen
en el &rbol a maltiples infecciones), asi estos, fueron de gran relevancia para la expansion de la
pandemia en el pais, ademas el recambio observado en la linea de tiempo desarrollada, nos muestra
que la falla en contener de manera efectiva, las primeras introducciones (circulos azules en el mes
de marzo), provocé un alza importante de casos durante los meses de junio y julio, que parece
haber disminuido hasta el mes de septiembre, cuando un nuevo recambio en las distribucién de
linajes se presentd, y el cual coincide con la reapertura del Aeropuerto Internacional la Aurora, lo
cual nos brinda alertas importantes del registro de nuevas introducciones al pais, puesto que dias
después de la apertura del aeropuerto, se observa un claro aumento en la presencia de linajes B.1.1.
Ademas, el andlisis filogenético permitid observar también que una sola transmision durante el mes
de septiembre dio origen a 8 infecciones subsecuentes, la ausencia de informacion de los pacientes
impide realizar un trazo epidemioldgico con los métodos tradicionales, que permitiria completar el
analisis de este brote de transmision local en la region metropolitana.
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16. Conclusiones
° El desarrollo de la secuenciacion de 89 genomas de SARS-CoV-2 de pacientes positivos

para COVID-19, de junio a noviembre del 2020, y la inclusion en los analisis de 10 genomas mas
de pacientes nacionales generadas por el CDC en Estados unidos, y que corresponden a las primeras
introducciones del virus al pais, permitidé caracterizar el origen altamente diverso de genomas
virales durante los primeros 10 dias del inicio de la pandemia en el pais, ademas de permitir evaluar
algunas caracteristicas de la dindmica de transmision viral, como el recambio temporal de los
linajes de mayor presencia en el pais, la presencia de transmision local, casos efectivos y fallidos
de contencion.

° Se secuenciaron, ensamblaron y mapearon 89 genomas de SARS-CoV-2 de pacientes en
Guatemala, de la zona metropolitana.
° El analisis filogenético de las secuencias de SARS-CoV-2 en el pais, fue complementado

con 65 secuencias provenientes de 8 paises sudamericanos, dicho andlisis permitié observar la
presencia de estructuracion geografica de la diversidad de linajes virales, que agrupaban regiones
de américa en clados monofiléticos, lo que nos permite concluir que las medidas de cierre de
fronteras fueron efectivas en la dispersion del virus a grandes distancias geograficas.

° A través del andlisis de la filodinamica de los linajes virales encontrados en el pais, pudimos
observar un caso de aislamiento de pacientes, que se hipotetiza exitoso, debido a la ausencia de
ramificaciones posteriores en el arbol, sin embargo, esto podria también ser causado por linajes no
muestreados.

° Ademas, los analisis filodindmicos también permitieron la identificacion de casos de
transmision local y nuevas introducciones.

° A lo largo de la evolucién de la pandemia se ha podido observar un recambio importante
en la distribucion de los linajes de mayor representacion durante el inicio, un pico de infecciones
durante los meses de junio y julio, asi como un ultimo recambio en el periodo posterior a la
reapertura de fronteras areas y liberacion de medias de cuarentena en el pais, lo cual alerta respecto,
a nuevas introducciones al pais, que podrian generar nuevos focos de transmision local, debido a
la relajacion en las medidas de monitoreo del sistema nacional de salud.

° De marzo a noviembre del 2020, fue posible identificar la presencia de 5 de los 8 clados
existentes a nivel mundial en el sistema de clasificacion de GISAID (G, GR, GH, Sy O) y de 15
linajes de acuerdo con la clasificacion de Rambault, lo que alerta sobre la alta diversidad del virus
en el pais, y que exige un monitoreo constante y amplio de la diversidad de SARS-CoV-2 durante
el desarrollo de la pandemia.

° Las secuencias se encuentran listas para ser depositadas en las bases de datos de acceso
libre a nivel mundial para que la informacion generada se encuentre disponible para investigadores
alrededor del mundo, que desarrollan actualmente estudios de prevencion y tratamiento de la
COVID-19, estas secuencias seran depositadas simultaneamente durante el proceso de publicacion
del estudio en una revista indexada.
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17. Impacto esperado

El desarrollo de este proyecto representa un evento histérico en los andlisis de
epidemiologia molecular para el pais, es la primera vez que se desarrolla la secuenciacion y analisis
de secuencias en el pais, de la dindmica de transmision en tiempo real de una enfermedad
infecciosa, por investigadores nacionales, previamente estos procesos, para el estudio de
enfermedades como la influenza, necesitaron que las muestras fueran referidas al CDC en Estados
Unidos, este proyecto sienta un precedente para el estudio del monitoreo de la diversidad y
evolucién viral de SARS-CoV-2, y de cualquier otra enfermedad emergente que se presente en el
futuro, lo que esperamos permita una respuesta mas rapida y eficiente en el futuro, de las
instituciones de salud, que les permitan tomar decisiones del manejo de la enfermedad con base en
evidencia cientifica.

Esperamos, ademas, que la publicacion de la informacion generada en este estudio inste a las
autoridades del Sistema Nacional de Salud a tener una mayor apertura al trabajo colaborativo entre
la academia y el sector salud.

De manera relevante otro impacto esperado, es que la informacién generada en este estudio al ser
depositada en bases de datos de acceso libre brindara informacion totalmente novedosa para los
diversos estudios cientificos que se desarrollan actualmente del virus, con vistas a contener la
pandemia que tanto ha afectado al mundo durante el afio 2020.

Por ultimo, esperamos que este trabajo colaborativo desarrollado por la Universidad de San Carlos,
con el apoyo de la Universidad Mariano Galvez y el Hospital Herrera Llerandi, continle y mas
actores se sumen a esta iniciativa, para el estudio de SARS-CoV-2 y otros agentes infecciosos de
importancia medica.
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19. Apéndices

Apéndice 1
Aval Bioético para el estudio, otorgado por el Comité de Bioética en Investigacion en Salud de
La universidad de San Carlos de Guatemala
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Apéndice 2

Tabla 1. Valores de CT de 90 muestras virales incluidas en la Secuenciacion

Codigo Valor de Cadigo Valor de Cadigo Valor de
SC Ct SC Ct SC Ct
SC10 30.0943451 | SC221 19.0090389 SCo64 27.9459133
SC104 | 20.0669689 | SC248 | 30.2955246 SC65 23.8827782
SC105 24.515255 SC25 24.3895092 SC67 28.7588177
SC106 | 25.9150982 | SC251 | 17.1759586 SC68 | 32.1819115
SC107 | 23.1585808 | SC252 | 19.6352844 SC69 | 30.0794411
SC109 |29.3324432 | SC256 17.6051598 SC7 19.6863613
SC110 ]20.3407173 | SC264 | 24.0282917 SC70 22.4291267
SC111 | 20.7036381 | SC267 14.7713375 SC72 24.485714
SC115 13.1657429 | SC268 18.075531 SC73 25.4043427
SC12 249501743 | SC271 |23.4611664 SC74 26.0513706
SC137 ]29.9241047 | SC273 21.779953 SC75 21.0013981
SC139 | 20.8949146 SC29 22.7094154 SC76 27.868124
SC14 23.2995358 SC34 30.2088776 SC82 29.0370426
SC142 | 24.5199623 SC36 | 31.0995274 SC84 18.2562523
SC15 28.150938 SC39 20.0799656 SC86 18.5747147
SC158 | 27.9235001 SC4 19.4991608 SC87 22.8969784
SC16 23.9841957 SC40 | 32.5268822 SC89 29.5288868
SCl66 | 22.8418846 SC41 28.2344913 SC95 23.8900051
SC17 29.1962395 SC43 32.9450264 SC83 26.6974812
SC19 28.5064144 SC45 18.1882401 | SC220 | 29.9439926
SC197 23.91189 SC46 19.7420883 | SC259 16.1445274
SC198 | 18.3077469 SC47 23.3554668 SC79 22.8063145
SC2 25.4126816 SC49 28.8632469 | SC275 12.69
SC201 | 20.5231323 SC52 24.4603786 | SC199 |22.1568127
SC202 | 18.8160362 SC54 22.4916821 SC60 25.616785
SC204 | 25.8874454 SC55 22.9786873 SC61 29.3572578
SC205 17.5283928 SC56 31.5752411 SC63 27.7174892
SC207 | 24.6536655 SC57 25.2453823 | SC218 15.8180323
SC209 25.650753 SC58 24.9531078 | SC219 24.750679
SC21 25.3547573 SC59 28.4117527 | SC213 | 25.1529541
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Apéndice 3

POE Bioseguridad para el transporte de muestras

UNIVERSIDAD MARIANO GALVEZ DE
GUATEMALA INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES QUIMICAS,
BIOLOGICAS, BIOMEDICAS Y
BIOFISICAS LABORATORIOS DE
QUIMICA Y BIOTECNOLOGIA

PROCEDIMIENTOS TECNICOS
03/02

PT-

Procedimiento de Operacion Normalizado
(PON)

Titulo: Transporte de muestras de ARN
de SARS-CoV2

Autor: Alvaro Bautista Revisor:

Fecha: 2020/Septiembre/09 Firma: No aplica. | Fecha: Firma:
Aprobacion:

Fecha efectiva: Nombre:
Fecha: Firma:

Nombre: No aplica.
Fecha: No aplica.

Total de paginas: 5 Firma: No aplica.

1. TITULO
TRANSPORTE DE MUESTRAS DE ARN DE SARS-COV-2
2. INTRODUCCION

El SARS-CoV-2 es un coronavirus de ARN monocatenario en sentido positivo. Su réapida
expansion y alto nimero de casos, le ha clasificado como una pandemia desde marzo del 2020.
Este virus presenta una alta tasa de infectividad y en algunos casos ha demostrado ser letal, por ello
es necesario contar con altos controles de bioseguridad, durante la manipulacion de muestras
asociadas al virus.

3. OBJETIVO

Proveer de instrucciones y precauciones para disminuir al maximo posible el riesgo bioinfeccioso
para quien transportara y manipulara las muestras gendémicas de ARN de SARS-COV-2, asi como
garantizar la integridad de las muestras durante su transporte.

4. ALCANCE

Este documento esta dirigido al transporte de muestras de ARN gendmico de SARS-CoV-2. Es por
ello que las normas de bioseguridad e indicaciones utilizadas no deben ser aplicadas para muestras
en las cuales el virus esté activo. Este documento recoge la informacién necesaria para la
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manipulacion y transporte de muestras bioldgicas en la investigacién humana. Si hay méas de una
minima probabilidad de que la muestra contenga patdgenos, debe enviarse como una sustancia
infecciosa de categoria A (UN2814 o UN2900) o una sustancia infecciosa de categoria B
(UN3373), segun corresponda.

5. EQUIPOY MATERIALES

5.1.  Estuche isotérmico para muestras
5.2  Traje completo desechable

5.3 Guantes de nitrilo

5.4 Mascarilla

55 Lentes de seguridad

5.6 Caretas

5.7 Hielera

5.8  Embalaje marca Nipro

5.9  Etiquetas de identificacion

6. REACTIVOS

6.1. Hielo seco

7. PROCEDIMIENTO PARA EL TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS
7.1. Indicaciones generales

7.1.1. A pesar de que las muestras no contienen el patdgeno activo, sino Unicamente su material
genético (no presenta un riesgo directo de transmision), se tomaran medidas de una sustancia
infecciosa categoria B

7.1.2 El personal encargado del transporte debera utilizar equipo de proteccion personal completo
(traje completo desechable, guantes de nitrilo, mascarilla, lentes de seguridad y caretas).

7.1.3 Para muestras que caen en categoria B de substancias infecciosas, la cantidad maxima de
liquido por empaque primario es de 1 litro y el empaque exterior no puede contener mas de 4 litros
04 kg.

7.1.4 El hielo seco libera grandes volumenes de dioxido de carbono gaseoso, por lo que es
necesario una salida del gas para evitar una explosion. Adicionalmente, en el medio de transporte
es necesario una correcta ventilacion para evitar crear un ambiente deficiente de oxigeno

7.2 Procedimiento detallado

7.2.1 El empaquetamiento debe de contar con lo siguiente (ejemplo en anexo 11.1):
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7.2.1.1 Un contenedor primario a prueba de derrames con el nombre de los contenidos. La sustancia
liofilizada debe de ser transportada en ampollas de vidrio selladas a la llama o frascos de vidrio
con tapon de goma con sellos de metal

7.2.1.2 Un empaque secundario a prueba de derrames. Se debe colocar material absorbente entre
los recipientes primario y secundario para absorber todo el contenido de modo que no llegue liquido
al embalaje exterior.

7.2.1.3 El embalaje exterior debe de ser lo suficientemente durable para su uso con al menos un
lado con dimensiones de 100mm x 100 mm o mayor. Se debe incluir una lista detallada de los
contenidos debe estar presente entre el segundo empaque y el embalaje exterior. En el empaque
exterior debe de estar marcado para identificar que contiene materiales infecciosos de clase B
(anexo 11.2), nombre de quien envia y recibe, el namero UN (ver anexo 11.2) y la cantidad neta
de cada sustancia.

7.2.2 El contenedor con hielo seco debe de poder sostener la fuerza necesaria en el proceso de
transporte. Al usar una hielera es necesario que venga identificada con la etiqueta para peligros de
clase 9:

7.2.2.1 Esta debe de contener el peso en kg del hielo seco (Anexo 11.3)

7.2.3 El hielo seco debe de ser posicionado fuera del empaquetamiento secundario (Anexo 11.4)

7.2.4 Es necesario asegurar las muestras, para que cuando se sublime el hielo seco, estas no se
muevan con libertad dentro de la caja.

8. DESINFECCION DE SUPERFICIES

9.1  Para la desinfeccion de superficies en donde tuvo contacto la caja, es necesario utilizar
etanol al 70% o cloro al 5%

9.1.1 Cabe notar que al tratarse de areas en donde el cloro correspondiente al 5% podria causar
deterioro o algun dafio, es preferible utilizar etanol en aerosol o en pizeta.

9.1.2 Si es posible utilizar ambas soluciones es imprescindible no mezclarlas. Es decir, si se usa
etanol o cloro, primero limpiar la superficie de la sustancia. El alcohol al mezclarse con hipoclorito
de sodio, creara cloroformo y acido clorhidrico, asi como cloroacetona o dicloroacetona. Estos
compuestos pueden causar dafio al sistema nervioso, pulmones, rifiones, higado, ojos y piel.

9. ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS
9.1 Almacenaje de las muestras

9.1.1 Las muestras deben de ser almacenadas en ultracongeladores a -70°C hasta su utilizacion
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9.1.2 Todos los desechos deben de ser descartados en bolas de polipropileno, rojas con la
impresion “Riesgo Biologico”, autoclavables. Estas tienen que ser entregadas y tratadas de acuerdo
con los protocolos de bioseguridad por la empresa Ecotermo.

11.2 Ejemplo de empaquetamiento triple para muestras infecciosas de categoria B

Watertight Primary Receptacle
Glass, Metal, or Plastic*

Infectious Substance
Label

Proper Shipping Name
and UN Number

11.2 Etiqueta UN3373 para muestras infecciosas de categoria B

11.4 Empaquetamiento para hielo seco
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in

Material
primary and

secondary
(as if for ambient
See

shipping-
Figure 10.4.1)

DRY ICE——~

Cooler (with lid
which allows for ['_
gas venting)

Outer box
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Apéndice 4

Instrumento para registro de datos de los productos de Extraccién de ARN viral

Apéndice 5
Instrumento para registro de datos de los productos de Extraccion de ARN viral, durante el
rocesamiento y secuenciacion
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Apéndice 6
Tabla 1. Andlisis de asignacion de clados y analisis de diversidad en GISAID
Secuencia | Longitud |#Mut | %Mut |#Mut | %6Mut |#Mut | %Mut | Mut U Mut D Cla
U U D D do
hCoV- 29882 2| 0.02% 0| 0.00% 2| 0.02% (NSP12_P323L,Sp | Otr
19//CDC- ike_D614G) 0
1227/03-
13
hCoV- 29882 2| 0.02% 0| 0.00% 2| 0.02% (NSP12_P323L,Sp | Otr
19//CDC- ike_D614G) 0
1228/03-
15
hCoV- 29882 2| 0.02% 0| 0.00% 2| 0.02% (NSP12_P323L,Sp |G
19//CDC- ike_D614G)
1230/03-
15
hCoV- 29882 2| 0.02% 0| 0.00% 2| 0.02% (NSP12_P323L,Sp |G
19//CDC- ike_D614G)
1231/03-
15
hCoV- 29882 21 0.02% 0| 0.00% 2| 0.02% (NSP12_P323L,Sp | Otr
19//CDC- ike_D614G) 0
1232/03-
17
hCoV- 29882 2| 0.02% 0| 0.00% 2| 0.02% (NSP12_P323L,Sp | Otr
19//CDC- ike_D614G) 0
1233/03-
18
hCoV- 29882 8| 0.08% 1| 0.01% 7| 0.07% | (NSP2_G262D) | (NSP1_D75E,NSP |S
19//CDC- 3 _P153L,NSP14 F
1234/03- 233L,NSP15 V22
19 L,NS7a_S81L,NS8
V62L,NS8 1L84S)
hCoV- 29882 3| 0.03% 0| 0.00% 3| 0.03% (NSP6_A136V,NS | G
19//CDC- P12_P323L,Spike_
1235/03- D614G)
20
hCoV- 29882 3| 0.03% 0| 0.00% 3| 0.03% (NSP12_P323L,Sp |G
19//CDC- ike_D614G,NS3_
1236/03- H78Y)
21
hCoV- 29882 4| 0.04% 1| 0.01% 3| 0.03% | (NSP2_N195B) |(NSP12_P323L,Sp | GH
19//CDC- ike_D614G,NS3_
1229/03- Q57H)
15
SC104 29906 9| 0.09% 3| 0.03% 6| 0.06% | (NSP14_A504S, | (NSP3_P1228SNS | G
NSP16 _P236L, |P6 L37F,NSP12 P
NS3_L101P) 323L,NSP12_T644
M,Spike_D614G,N
_R2091)
SC105 29903 9| 0.09% 3| 0.03% 6| 0.06% | (NSP14_A504S, | (NSP3_P1228SNS | G
NSP16 _P236L, |P6 L37FNSP12 P
NS3_L101P) 323L,NSP12_T644
M,Spike_D614G,N
_R2091)
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SC106 29906 8| 0.08% 2| 0.02% 6| 0.06% | (NSP16_P236L, | (NSP3_P1228SNS | G
NS3_L101P)  |P6_L37F,NSP12_P
323L,NSP12_T644
M,Spike_D614G,N

R2091)

sC107 29903 7] 0.07% 3| 0.03% 4| 0.04% | (NSP3_T6261,N | (NSP3_T1063I,NS | G
SP13_E365D,N |P12_P323L,Spike
S8_G66V) D614G,N_R2091)

SC109 29903 10| 0.10% 1] 0.01% 9| 0.09% | (N_Q244K) (NSP4_S481L,NS |GR

P5 K90R,NSP9 T
1091,NSP12_P323
L,Spike_D614G,N
S7b_A15S,N_G20
4R,N_D377Y,N_R

203K)
SC10 29903 5] 0.05% 3] 0.03% 2| 0.02% | (NSP3_G1440V | (NSP12_P323L,Sp |G
NSP13_T199A, | ike_D614G)
NS7a R78L)
SC110 29878 9] 0.09% 1] 0.01% 8| 0.08% | (NSP16_S2N) |(NSP2_A318V,NS | GH

P2_T85I,NSP12_P
323L,NSP14_T31lI
,NSP14_P140S,Spi
ke_S939F,Spike_D
614G,NS3_Q57H)
SC111 29903 6| 0.06% 0| 0.00% 6| 0.06% (NSP2_T85I,NSP3 | GH
_T10221,NSP12_P
323L,NSP14_D32
4Y ,Spike_D614G,
NS3_Q57H)
SC115 29903 7| 0.07% 1| 0.01% 6| 0.06% | (N_R203S) (NSP2_T85I,NSP1 | GH
2_P323L,NSP14_
Al119V,Spike_D61
4G,NS3_Q57H,M_
L17F)

SC12 29903 6| 0.06% 0| 0.00% 6| 0.06% (NSP2_T85I,NSP1 | GH
2_P323L,NSP14_
Al119V,Spike_D61
4G,NS3_Q57H,N_
R2091)

SC137 29888 17| 0.18% 8| 0.08% 9| 0.09% | (NSP2_L270del, | (NSP4_S481L,NS | GR
NSP2_N267del, | P12_P323L,NSP15
NSP2_D268del, | _M218I,Spike_D6
NSP2_Q427R,N | 14G,NS3_Q213K,
SP2_L271del,N | NS7b_A15S,N_G2
SP2_N269del,N | 04R,N_D377Y,N_
SP5_T241,N_V2 | R203K)

70L)
SC139 29903 6| 0.06% 2| 0.02% 4| 0.04% | (NSP6_M58I,N | (NSP3_V1243F,N |G
SP12_T20A) SP12_P323L,Spike
_D614G,N_R209I)

SC142 29903 9] 0.09% 3| 0.03% 6| 0.06% | (Spike_Y266F,S | (NSP3_V1243F,N |G
pike_L2421,Spik | SP6_L37F NSP12_
e_F318S) P323L,NSP16_R2
16C,Spike_D614G
,N_R2091)
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sC14 29903 9| 0.09% 1] 0.01% 8| 0.08% | (NSP3_A886S) | (NSP2_T85I,NSP3 | GH
_T11891,NSP3_G2
82V,NSP12_P323
L,NSP14_A119V,
Spike_D614G,NS3
_Q57H,N_A119S)
SC158 29903 8| 0.08% 1] 0.01% 7| 0.07% | (NSP16_T561) |(NSP2_T85I,NSP1 | GH
2_P323L,NSP13_
R392C,NSP14_P1
40S,Spike_D614G,
NS3_Q57H,N_P13
L)

Sc15 29903 8| 0.08% 2| 0.02% 6| 0.06% | (NSP3_K836R, |(NSP2_P568L.NS |GR
NSP12_V330L) | P3_A1736V,NSP1
2_P323L,Spike_D
614G,N_G204R N

_R203K)
SC166 29903 7] 0.07% 2| 0.02% 5| 0.05% | (NSP3_G277E, | (NSP12_P323L,Sp | GR
NSP4_Q9P) ike_D614G,N_G20
4R,N_D377Y,N_R
203K)
SC16 29903 9| 0.09% 1] 0.01% 8| 0.08% | (NSP3_A886S) | (NSP2_T85I,NSP3 | GH

_T1189I,NSP3_G2
82V,NSP12_P323
L,NSP14_A119V,
Spike_D614G,NS3
Q57H,N_A119S)
SC17 29903 6| 0.06% 1| 0.01% 5| 0.05% | (Spike_R319G) |(NSP2_T85I,NSP3 | GH
_T11981,NSP12 P
323L,Spike_D614
G,NS3_Q57H)
SC197 29903 10| 0.10% 2| 0.02% 8| 0.08% | (NSP14_M153l, | (NSP2_T6341,NSP | GR
NSP15_A217S) | 3_P109L,NSP3_K
462N,NSP12_P323
L,NSP14_E204D,S
pike_D614G,N_G2
04R,N R203K)
SC198 29903 9| 0.09% 1| 0.01% 8| 0.08% | (NSP3_V418F) |(NSP3_N1785D,N |GR
SP12_P323L,NSP1
3_T588l,Spike_D6
14G,N_M210I,N_
G204R,N_R203K,
N_A1525)
SC199 29903 8| 0.08% 2| 0.02% 6| 0.06% | (NSP2_V495A, |(NSP3_V1243F,N |G
NSP14 _P46L) SP12_P323L,NSP1
5_S287L,Spike_D
614G,NS3_Q185H
N_R2091)
SC19 29903 7| 0.07% 1| 0.01% 6| 0.06% | (NSP3_S403P) |(NSP12_P323L,NS|GR
P13 S350L,Spike_
D614G,N_A211V,
N_G204R,N_R203
K)

SC201 29903 7| 0.07% 0| 0.00% 7| 0.07% (NSP4_S481L,NS | GR
P12_P323L,Spike_
D614G,NS7b_A15
S,N_G204R,N_D3
77Y,N_R203K)
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SC202 29903 5| 0.05% 2| 0.02% 3| 0.03% | (NSP3_G171D, |(NSP12_P323L,Sp |G
Spike_V6F) ike_D614G,N_S19
4L)
SC204 29903 9| 0.09% 1| 0.01% 8| 0.08% | (NSP3_V418F) |(NSP3_N1785D,N |GR

SP12_P323L,NSP1
3_T588I,Spike_D6
14G,N_M210I,N_
G204R,N_R203K,
N_A1525)
SC205 29903 10| 0.10% 2| 0.02% 8| 0.08% | (NSP2_R370C, |(NSP3_N1785D,N |GR
NSP3_V418F) | SP12_P323L,NSP1
3_T588l,Spike_D6
14G,N_M210I,N_
G204R,N_R203K,
N_A1525)
SC207 29903 9| 0.09% 1| 0.01% 8| 0.08% | (NSP3_V418F) |(NSP3_N1785D,N |GR
SP12 P323L,NSP1
3_T588l,Spike_D6
14G,N_M210I,N_
G204R,N_R203K,
N_A152S)
SC209 29903 9| 0.09% 1| 0.01% 8| 0.08% | (NSP3_V418F) |(NSP3_N1785D,N |GR
SP12_P323L,NSP1
3_T588I,Spike_D6
14G,N_M210I,N_
G204R,N_R203K,
N_A152S)
SC213 29903 9| 0.09% 1| 0.01% 8| 0.08% | (NSP3_V418F) |(NSP3_N1785D,N | GR
SP12_P323L,NSP1
3_T5881,Spike_D6
14G,N_M210I,N_
G204R,N_R203K,
N_A1525)
SC218 29903 5| 0.05% 0| 0.00% 5| 0.05% (NSP5_L50F,NSP |G
12_P323L,Spike_
D614G,NS3_G18
V,N_R2091)
SC219 29898 10| 0.10% 3| 0.03% 7| 0.07% | (NSP3_V1583L, | (NSP4_S481L,NS |GR
Spike_A27V,NS | P12_P323L,Spike_
6_VIF) D614G,NS7b_A15
S,N_G204R,N_D3
77Y,N_R203K)
sc21 29900 11| 0.11% 4| 0.04% 7] 0.07% | (NSP3_V418F, |(NSP12_P323L,NS |GR
NSP11_D3G,Sp | P13_T588I,Spike
ike_Y145del,NS | D614G,N_M210l,

3 G224A) N_G204R,N_R203
K,N_A152S)
SC220 29903 7] 0.07% 2| 0.02% 5| 0.05% | (NSP5_M2761, |(NSP3_T1198I,NS | GR
NSP14_M500V |P12_P323L,Spike_
) D614G,N_G204R,
N_R203K)
Sc221 29903 9| 0.09% 2| 0.02% 7| 0.07% | (NSP14_M153I, | (NSP3_P109L,NS | GR

NSP15_A217S) | P3_K462N,NSP12
_P323L,NSP14_E2
04D,Spike_D614G
N_G204R,N_R20
3K)

SC248 29903 6| 0.06% 2| 0.02% 4| 0.04% | (NSP16_P236L, | (NSP6_L37F,NSP |G
NS3_L101P) |12 P323L,Spike_
D614G,N_R2091)
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SC251 29903 9| 0.09% 1| 0.01% 8| 0.08% | (NSP3_V418F) |(NSP3_N1785D,N |GR
SP12_P323L,NSP1
3_T588I,Spike_D6
14G,N_M210I,N_
G204R,N_R203K,
N_A152S)
SC252 29903 10| 0.10% 2| 0.02% 8| 0.08% | (NSP3_G1440V | (NSP3_N1785D,N | GR
,NSP3_V418F) | SP12_P323L,NSP1
3_T5881,Spike_D6
14G,N_M210I,N_
G204R,N_R203K,
N_A152S)
SC256 29903 9| 0.09% 1| 0.01% 8| 0.08% | (NSP3_V418F) |(NSP3_N1785D,N |GR
SP12 _P323L,NSP1
3_T5881,Spike_D6
14G,N_M210I,N_
G204R,N_R203K,
N_A152S)
SC259 29903 7] 0.07% 3| 0.03% 4| 0.04% | (NSP3_T1056A, | (NSP3_T11981,Spi | GR
NSP15_Q284K, |ke_D614G,N_G20
NSP16_S241F) |4R,N_R203K)

SC25 29903 2] 0.02% 0| 0.00% 2] 0.02% (NSP12_P323L,Sp | G
ike_D614G)
SC264 29903 8| 0.08% 4] 0.04% 4| 0.04% | (NSP15_S1611, | (NSP6_L37F,NSP |G

NSP16_P236L, |12 _P323L,Spike_
NS3_L101P,NS | D614G,N_R209I)
3_135T)
SC267 29903 9| 0.09% 4| 0.04% 5| 0.05% | (NSP6_M58I,N | (NSP3_V1243F,N |G
SP12_T225I,NS | SP12_P323L,Spike
P12_T20ANS3 |_D614G,NS3_D15
L106P) 5Y,N_R2091)
SC268 29903 8| 0.08% 4| 0.04% 4| 0.04% | (NSP3_T1056A, | (NSP3_T1198l,Spi | GR
NSP9 T35I,NS | ke D614G,N_G20
P15_Q284K,NS | 4R,N_R203K)
P16_S241F)
SC271 29903 9| 0.09% 1| 0.01% 8| 0.08% | (NSP3_V418F) |(NSP3_N1785D,N |GR
SP12_P323L,NSP1
3_T588I,Spike_D6
14G,N_M210I,N_
G204R,N_R203K,
N_A152S)
SC273 29906 9| 0.09% 3| 0.03% 6| 0.06% | (NSP14_A504S, | (NSP3_P1228SNS | G
NSP16_P236L, |P6 L37F,NSP12_P
NS3_L101P) 323L,NSP12_T644
M,Spike_D614G,N
_R2091)

SC275 29903 8| 0.08% 4| 0.04% 4| 0.04% | (NSP3_M1961, |(NSP3_T428I,NSP |G
NSP10 T58I,N |12 P323L,Spike
SP10_A32V,NS | D614G,N_S194L)
P12_L270F)
SC29 29903 9| 0.09% 4| 0.04% 5| 0.05% | (NSP12_V330L, | (NSP12_P323L,Sp |G
NSP12_VAT2L, |ike D614G,NS3_
NSP13 P238S, | Q57H,N_G204R,N
NS7a_V29L) _R203K)

SC2 29903 12| 0.12% 6| 0.06% 6| 0.06% | (NSP3_AB886S, |(NSP3_V1243F,N |G
NSP3_G1440V, | SP3_G282V,NSP6
NSP6_W140C, | _L37F,NSP12 P32
NSP12_A253S, |3L,Spike _D614G,
NSP13_G287V, | N_R209I)
NSP15 R257L)
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SC34 29903 9| 0.09% 1| 0.01% 8| 0.08% | (Spike_A653V) |(NSP2_T85I,NSP1 | GH
2_P323L,NSP12_
K59N,Spike_D614
G,NS3_Q57H,NS7
a_T39I,NS8_S24L,
N_R209K)

SC36 29903 8| 0.08% 1| 0.01% 7| 0.07% | (NSP12_V\/700l) | (NSP2_T85I,NSP1 | GH
2_P323L,NSP13_
H164Y,NSP14 Al
19V,NSP15_T325I
,Spike_D614G,NS
3_Q57H)

SC39 29903 41 0.04% 0| 0.00% 41 0.04% (NSP3_V1243FN |G
SP12_P323L,Spike
_D614G,N_R209I)

SC40 29903 7] 0.07% 0] 0.00% 7] 0.07% (NSP2_T851,NSP1 | GH
2_P323L,NSP14_
A119V,Spike_D61
4G,NS3_Q185H,N
S3_Q57H,N_A119
S)

sca1 29888 9] 0.09% 2| 0.02% 7| 0.07% | (NSP3_A41V,S | (NSP4_S481LNS |GR
pike_A27V) P12_P323L,Spike
D614G,NS7b_A15
S,N_G204R,N_D3
77Y,N_R203K)

sca3 29898 9| 0.10% 3| 0.03% 6| 0.07% | (NSP3_A1502T, | (NSP12_P323L,Sp | GR
NS3_G224V,M | ike D614G,Spike
_E167Q) Q675H,N_G204R,
N_H145Y,N_R203
K)
Sc45 29903 7] 0.07% 1] 0.01% 6| 0.06% | (NSP16_T56l) |(NSP2_T85I,NSP1 | GH

2_P323L,NSP13_
R392C,NSP14_P1
40S,Spike_D614G,
NS3_Q57H)
SC46 29903 7|1 0.07% 1| 0.01% 6| 0.06% | (NSP16_T561) |(NSP2_T85I,NSP1 | GH
2_P323L,NSP13_
R392C,NSP14_P1
40S,Spike_D614G,
NS3_Q57H)
SCa7 29903 5] 0.05% 0| 0.00% 5] 0.05% (NSP2_T85I,NSP1 | GH
2_P323L,NSP14_
A119V,Spike_D61
4G,NS3_Q57H)
SC49 29903 9| 0.09% 2| 0.02% 71 0.07% | (Spike_V1264L, | (NSP2_T85I,NSP1 | GH
NS8_S67P) 2_P323L,NSP13_
R392C,NSP13_P4
7L,Spike_D614G,
NS3_Q57H,N_D4
01Y)

SC4 29903 7| 0.07% 0| 0.00% 7| 0.07% (NSP2_T85I,NSP1 | GH
2_P323L,NSP14_
A119V,Spike_D61
4G,NS3_Q185H,N
S3_Q57H,N_A119
S)
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SC52

29903

0.05%

0.01%

0.04%

(NSP4_S386F)

DG

Direccién General
de Investigacion

(NSP2_T851,NSP1
2_P323L,Spike_D
614G,NS3_Q57H)

Universidad de San Carlos de Guatemala

GH

SC54

29903

0.07%

0.03%

0.04%

(NSP2_V4251 N
SP3_N1178K,N
SP10_T111l)

(NSP2_T85I,NSP1
2_P323L,Spike D
614G,NS3_Q57H)

GH

SC55

29903

0.06%

0.00%

0.06%

(NSP2_T851,NSP1
2_P323L,NSP14_
A119V,Spike_D61
4G,Spike_M153I,
NS3_Q57H)

GH

SC56

29894

49

0.69%

43

0.60%

0.08%

(NSP1_K125N,
NSP2_1613T,N
SP2_H145Y,NS
P3_W838stop,N
SP3_V802F,NS
P3_A831S,NSP
6_T180A,NSP1
2 K4ldel NSP1
2_T20L,NSP12
_G13R,NSP12_
L19V,NSP12_A
43del,NSP12_R
10G,NSP12_R1
8L,NSP12_D36
del,NSP12 D40
del,NSP12_G44
del,NSP12_Y38
del,NSP12_A34
stop,NSP12_P2
1M,NSP12_V30
T,NSP12_N39d
el,NSP12_D29S
,NSP12_137del,
NSP12_V14AN
SP12 V11F,NS
P12_S15A ,NSP
12_A16Q,NSP1
2 C225,NSP12
_T26L,NSP12_
Y32I,NSP12_V
31M,NSP12_C1
2ANSP12_F35
L,NSP12_G23Y
,NSP12_ins12V
stopVQPVLH,N
SP12_S27L,NS
P12_R33K,NSP
12 V42del NSP
13_T2391,NSP1
4 _S56F,SpiY31
3H,N_S416P)

(NSP2_T851,NSP1
2_P323L,NSP14_
A119V,Spike_D61
4G,NS3_Q57H,NS
7b_S31L)

GH

Mut: mutaciones, Mut U: Mutaciones unicas, %: porcentaje en el genoma, Mut D: Mutaciones

descritas previamente, #: NUmero.
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