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1 Resumen y palabras claves

Resumen

La secuenciacion genomica de SARS-CoV-2 y la investigacion asociada han permitido la
actualizacion de la clasificacion de variantes de importancia epidemiologica, y con ello la generacion
de estrategias de respuesta inmediata. En Guatemala el virus se secuencid por primera vez en
noviembre del 2020 y el LNS tuvo la posibilidad de establecer un programa de secuenciacion local
hasta 2022. El éxito de los programas de vigilancia recae en el desarrollo de investigacion en
colaboracion entre los sectores académico y salud. Sin embargo, en Guatemala no existe una red que
integre al sector académico. El objetivo de este estudio fue contribuir a la vigilancia gendmica a través
del fortalecimiento de alianzas entre dichos sectores, la generacion de 73 genomas de alta cobertura y
de la investigacion de la evolucion viral a través del analisis de los genomas disponibles para el pais.
Nuestros hallazgos permiten visualizar una dindmica evolutiva que conserva ciertas tendencias
mundiales, sin embargo, algunos efectos locales han modelado un proceso exclusivo en el pais, como
el acelerado aumento del sublinaje XBB.1. Otros procesos como el aumento de diversidad y recambio
de dominancia de variantes pueden trazarse con las olas de contagio y algunas de estas con la
modificacion de medidas de contingencia como la relajacion de medidas en 2020 y 2021, la apertura
de fronteras internacionales, y la eliminacion del uso obligatorio de mascarilla, esta ultima coincide
con la ola més grande contagios en el pais, estos hallazgos enfatizan la necesidad de la investigacion
de la dindmica evolutiva local.

Palabras clave: Vigilancia Genomica, Evolucion viral, Diversidad genética, Linajes, XBB.1.

Abstract and keyword

The genomic sequencing of SARS-CoV-2 and the associated research have allowed the updating of
the classification of variants of epidemiological importance, and with it the generation of immediate
response strategies. In Guatemala, the virus was first sequenced in November 2020 and the LNS had
the possibility of establishing a local sequencing program until 2022. The success of surveillance
programs lies in the development of collaborative research between the academic and health sectors.
However, in Guatemala there is no network that integrates the academic sector. The objective of this
study was to contribute to genomic surveillance through the strengthening of alliances between these
sectors, the generation of 73 genomes with high coverage and the investigation of viral evolution
through the analysis of the genomes available to the country. Our findings allow us to visualize an
evolutionary dynamic that preserves certain global trends, however, some local effects have shaped
an exclusive process in the country, such as the accelerated increase of the XBB.1 sublineage. Other
processes such as the increase in diversity and dominance replacement of variants can be traced with
the waves of contagion and some of these with the modification of contingency measures such as the
relaxation of measures in 2020 and 2021, the opening of international borders, and the elimination of
the mandatory use of masks. The latter coincides with the largest wave of infections in the country.
These findings emphasize the need for research into local evolutionary dynamics.

Keywords: Genomic Surveillance, Viral Evolution, Genetic Diversity, Lineages, XBB. 1.
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2

Introduccion

En diciembre de 2019 en la Ciudad de Wuhan China, fue detectado un grupo de pacientes con
neumonia de causas desconocidas, cuyos casos se vinculaban a un mercado de mariscos: en los
dias posteriores los casos fueron aumentando a gran velocidad (Zhu et al., 2020). Gracias a los
avances tecnoldgicos de los nuevos métodos de identificacion molecular y a la vigilancia gendmica
de enfermedades como la influenza, implementada en paises desarrollados, pocos dias después de
los primeros reportes, cientificos de la ciudad de Wuhan fueron capaces de identificar el agente
etiologico de dicha infeccion, hasta entonces desconocido, la identificacion fue posible a través de
un método de secuenciacion de genoma completo y de andlisis de gendmica comparativa. Se
trataba de un coronavirus, con una secuencia similar a las secuencias de otros coronavirus que
infectan humanos y que algunos afios antes habian constituido retos para los sistemas de salud,
SARS en China en 2002 y MERS en Oriente medio en el 2012 (Andersen, Rambaut, Lipkin,
Holmes, Garry, et al., 2020). Desde el surgimiento de las enfermedades causadas por SARS-CoV
y MERS-CoV, los cientificos alertaban respecto a los riesgos del surgimiento de infecciones
emergentes en humanos causadas por coronavirus de origen zoonoético, debido a las similitudes
genéticas de los coronavirus habitantes comunes de fauna silvestre y los coronavirus con la
capacidad de infectar humanos (Chen et al., 2020; Cui et al., 2019). También enfatizaban la
necesidad de la inversion en investigacion de estos patogenos y de la implementacion de
regulaciones y controles de los factores que facilitan la exposicion del humano a patogenos
inusuales, y que aumentan los riesgos del surgimiento de enfermedades emergentes, como el
avance de la frontera agricola, la deforestacion, el calentamiento global y el comercio ilegal de
fauna silvestre (Cui et al., 2019). Sin lugar a duda, la falta de inversion en investigacion y la falta
de atencion a las recomendaciones del cuerpo cientifico y jpor qué no decirlo? la falta de
incidencia del gremio cientifico en las politicas de estado, alrededor del mundo, ha generado altos
costos a toda la humanidad, haciendo obligatoria la inversion en ciencia para intentar contener la
pandemia por COVID-19, a través de la comprension de la etiologia, el desarrollo de la
enfermedad, y la evolucion viral. Hemos sido testigos de avances cientificos en tiempo récord en

la busqueda de medidas efectivas para el desarrollo de vacunas, tratamientos y estrategias de
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contencion, de una enfermedad compleja cuyos resultados clinicos pueden ir desde el ser

asintomatico hasta la muerte (Saad-Roy et al., 2021).

Respecto a la evolucion viral (cambios en las frecuencias alélicas en las poblaciones virales a lo
largo del tiempo), si bien a inicios de la pandemia las alertas por la generacion de variantes de
importancia eran bajas, ya que se trata de un virus con una tasa de mutacién menor a la de otros
virus de importancia médica, el escenario que brind6 la rapida expansion del virus, a causa de la
alta capacidad de infeccion de este y a las dindmicas impuestas por la globalizacion en ese
momento (viajes internacionales de alta frecuencia), fue suficiente para que el virus evolucionara
mucho mas rapido de lo contemplado. Actualmente existen varios linajes principales y sublinajes,
de acuerdo con el sistema de clasificacion de Pango y todos causan COVID-19 (Rambaut, 2020),
la circulacion, aumento y disminucion en la frecuencia de las variantes que han surgido ha sido un

proceso dindmico y particular para las diferentes regiones del mundo.

La vigilancia gendmica a nivel mundial y la investigacion asociada a esta, ha permitido una
actualizacion constante en la clasificacion de las variantes de acuerdo con su relevancia
epidemioldgica, de acuerdo con el CDC en este momento se consideran 7 variantes de
preocupacion -VOC-: B.1.1.529, BA.1, BA.1.1, BA.2, BA.3, BA.4, BA.5, todas estas clasificadas
como linajes de Omicron; y 11 variantes que deben ser monitoreadas -VBM-: Alpha (B.1.1.7 y
linajes Q), Beta (B.1.351 y sus linajes descendientes), Gamma (P.1 y sus linajes descendientes),
Delta (B.1.617.2 y los linajes AY), Epsilon (B.1.427 y B.1.429), Eta (B.1.525), Iota (B.1.526),
Kappa (B.1.617.1), 1.617.3, Mu (B.1.621, B.1.621.1) y Zeta (P.2). El monitoreo activo en paises
desarrollados ha contribuido al desarrollo de estrategias de respuesta inmediata ante el surgimiento
de dichas variantes. En Guatemala, para que el proceso de vigilancia gendmica sea realmente
activo, es imperativa la contribucion del sector académico, ademas de los esfuerzos que ya

desarrolla el Ministerio de Salud a través del Laboratorio Nacional.

Este proyecto tuvo como objetivo, no solo incrementar la produccidon de secuencias gendomicas de
SARS-CoV-2, para contribuir al proceso de vigilancia activa en el pais y a nivel mundial, sino
también el desarrollo del metaanalisis genético y evolutivo, de las secuencias generadas del virus
de pacientes guatemaltecos, con el interés de generar informacion de la evolucion y diversidad

viral y sus efectos en el prondstico de la enfermedad a nivel local, asi como de la repercusion de
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las medidas de contencion establecidas por los administradores de salud, y el potencial impacto de
las variaciones que circulan actualmente en el pais en la eficacia de los métodos de diagndstico

molecular y vacunas actuales.

Planteamiento del problema

Si bien los cambios en las secuencias de los genomas de los virus son procesos naturales que se
presentan por errores cometidos por las enzimas que se encargan de mediar la replicacion viral,
cada vez que una nueva persona se infecta, el virus encuentra una ventana de oportunidad para
replicarse y durante esta replicacion pueden generarse novedades gendmicas a partir de
sustituciones, inserciones o deleciones nucleotidicas, pero también de procesos que implican
cambios mayores, como la recombinacion de diferentes linajes que coinciden en procesos de
coinfeccién, estas nuevas variantes pueden tener cambios fenotipicos de relevancia
epidemioldgica, como aumento de virulencia, evasion de la neutralizacion, entre otras. Si alguna
de estas variantes es selectivamente superior, tiene la posibilidad de desplazar a otras variantes
circulantes menos infectivas o agresivas, o que presenten una menor capacidad para evadir los
anticuerpos generados por el huésped como producto de la vacunacion o de infecciones previas.
Durante los 3 afios de pandemia por COVID-19, a nivel mundial se ha generado una vigilancia del
surgimiento de nuevas variantes a partir de la secuenciacion genomica peridodica de muestras
virales de los pacientes infectados con el virus, y a partir de estudios posteriores como por ejemplo
de su capacidad de infeccion y evasion de anticuerpos, ha sido posible la generacion de un proceso

dinamico en la designacion de la importancia epidemiologica de las variantes que surgen.

En Guatemala fue hasta noviembre del 2020 que se secuenciaron por primera vez virus de
pacientes guatemaltecos, este estudio evidencid a través de pocas secuencias, como los cambios
en las politicas de estado para el manejo de la enfermedad, tenian una incidencia directa en

modificaciones de la diversidad viral circulante (Soloérzano-Ortiz et al., 2020).

Posteriormente diversas instituciones fuera y dentro de Guatemala, como la Asociacion de Salud
Integral -ASI- contribuyeron con la generacion de secuencias de pacientes guatemaltecos, mas
tarde el Laboratorio Nacional de Salud implement6 un proceso de vigilancia gendmica, que ha

incrementado su efectividad y celeridad a lo largo de la pandemia, aunque al inicio de su
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implementacion existia un desfase entre el tiempo del surgimiento de las variantes y su deteccion,
durante los ultimos meses se generan reportes cada vez con mayor frecuencia y con mayor cantidad
de muestras, sin embargo, en parte debido a la desvinculacion con entidades académicas a nivel
nacional no existen procesos de investigacion relacionada a los procesos evolutivos del virus en el
pais, ni de sus implicaciones en los resultados de la enfermedad o caracteristicas epidemiologicas.
Por otro lado, la alta diversidad del virus y la celeridad con la que estas variaciones se han generado
demanda el involucramiento de los sectores académicos a nivel mundial, como apoyo a la

generacion y analisis de secuencias de SARS-CoV-2.

Delimitacion en tiempo y espacio

4.1 Delimitacion en tiempo

El presente proyecto tuvo una duracion de 11 meses, de febrero a diciembre de 2022 y las muestras

analizadas comprenden los meses de febrero a noviembre.
4.2 Delimitacion espacial

El proyecto se desarroll en la Ciudad de Guatemala, la seleccion del origen regional de las
muestras se definid con base en el nimero de casos activos recibidos en el Instituto de Seguridad
Social durante el desarrollo del proyecto, en lo posible se establecieron como prioritarias las
regiones con mayor numero de registros durante dicho periodo (ver Figura 1), sin embargo, esto
fue posible solamente en relacion con las muestras que fueron referidas al Instituto Guatemalteco

de Seguridad Social zona 9.
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Figura 1
Localizacion geogrdfica del estudio, los colores corresponden con numero de casos de COVID-19
registrados por departamento

+ Incidencia acumulada
(casos por 100,000 hab)

......................

Nota. Fuente: Departamento de Epidemiologia, Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social,
Guatemala, 2023.

5 Marco tedrico

COVID-19

COVID-19 son las siglas en inglés de enfermedad por coronavirus 2019 (Coronavirus disease
2019), este fue el nombre designado de acuerdo con los lineamientos establecidos por la
Organizacion Mundial de la Salud para la enfermedad infecciosa causada por el coronavirus
SARS-CoV-2 (OMS, 2019). A finales de diciembre de 2019 en la ciudad de Wuhan se

presentaban los primeros registros de una neumonia atipica, para el 31 de diciembre la oficina de

6



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccidn General de Investigacion —DIGI-

la Organizacion Mundial para la Salud generaba un reporte de lo antes narrado, ademas se habian
tomado medidas de aislamiento para los pacientes y se empezaban a registrar los signos y sintomas
de la enfermedad en un intento por encontrar patrones diagndsticos, asi como la investigacion
epidemioldgica permitio trazar un posible origen de la infeccion a un mercado mayorista de
mariscos en Huanan, sin embargo, atin no existe total claridad respecto a la fecha exacta en la que
el SARS-CoV-2 o un ancestro de este, empez6 a circular en la poblacion humana (Andersen,
Rambaut, Lipkin, Holmes, & Garry, 2020; Maxmen, 2022; Worobey et al., 2022). Otra de las
medidas epidemiologicas implementadas fue la busqueda activa de casos (OMS, 2021). Mas tarde

el 11 de marzo de 2020 la OMS declaraba a la COVID-19 como una pandemia (OMS, 2021).

SARS-CoV-2

El agente etiologico de la COVID-19 es el SARS-CoV-2, nombre designado por el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus y que corresponde a las siglas en inglés para coronavirus de
tipo 2 relacionado al sindrome respiratorio agudo severo (Gorbalenya et al., 2020). SARS-CoV-
2 es un virus envuelto, de ARN de hebra simple, positiva, y que, de acuerdo con el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus, pertenece a la subfamilia de Sarbecovirus, de la familia
Orthocoronaviridae, que se encuentra de forma frecuente en humanos y otros mamiferos. El virus,
posee un didmetro aproximado de 65-125 nm, y en la superficie presenta espinas proteicas,
conocidas como proteina S, y que median la especificidad especifica (especificidad de especie)
de la infeccion del coronavirus en cuestion (Astuti & Ysrafil, 2020).

El genoma de SARS-CoV-2 codifica cuatro proteinas estructurales principales, dos glicoproteinas
(la de espiga S y la de envoltura E), una proteina de nucleocapside (N) y una licoproteina (de

membrana M), ademas cuenta con varias proteinas accesorias (Astuti & Ysrafil, 2020).

Vigilancia genomica de SARS-CoV-2

La vigilancia genémica de enfermedades consiste en el monitoreo de los cambios de la secuencia
nucleotidica del material genético a lo largo del tiempo, de un patdégeno en particular, esto, con el
objetivo de comprender, como estos cambios afectan las caracteristicas del patdgeno y sus
consecuencias en el desarrollo de la enfermedad (CDC, 2021). Aunque previamente la vigilancia

gendémica ha sido aplicada al monitoreo de otros patdgenos, como el virus de la influenza; la

7
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velocidad en la deteccion de nuevas variantes, o cepas de importancia epidemioldgica, para
SARS-CoV-2, no tiene precedentes. Dicha velocidad se debe en parte a que durante la ultima
década muchos paises en el sector académico y/o el sector salud, implementaron el uso de la
secuenciacion de nueva generacion (Alm et al., 2020). Para febrero de 2023 la base de datos de
GISAID, que se convirtié en el repositorio oficial para compartir secuencias de SARS-COV-2,
cuenta con 14,990,955 secuencias gendémicas del virus, que han sido secuenciadas en distintas
regiones del mundo, sin embargo, esta distribucion no ha sido homogénea, perteneciendo estas,
mayoritariamente a paises desarrollados en Europa, el Norte de América y Australia (GISAID,
2023). La produccion de secuencias en Centroamérica no solo ha sido baja y lenta, sino que
algunos paises atin no han implementado un sistema de vigilancia genémica local, o al menos esté

no ha funcionado de forma activa.

Variantes, Clados y Linajes de SARS-CoV-2

Como se ha mencionado anteriormente durante la replicacion del material genético, las enzimas
encargadas de dicho proceso pueden generar errores, estos son conocidos como mutaciones y
constituyen una especie de huellas que permiten trazar la historia evolutiva de los organismos.
En el caso de los virus, debido a caracteristicas inherentes a su proceso de replicacion, y la
naturaleza de su material genético, presentan tasas mutacionales mayores. Para SARS-CoV-2 la
rapida expansion del virus a nivel mundial ha resultado en una diversidad viral alta, generando la
necesidad de encontrar sistemas de clasificacion dindmicos, que permitan no solo identificar
variantes de importancia epidemioldgica, sino que tengan ademdas una base en sistemadtica
molecular (Rambaut et al., 2020). Actualmente existen diversos sistemas que intentan clasificar
la diversidad genética de SARS-CoV-2 con base en diferentes algoritmos, los dos mas aceptados
son el sistema de clasificacion de linajes de Pango y el sistema de clasificacion de clados de
GISAID (Rambaut et al., 2020). Hasta el momento el sistema de clasificaciéon de Pango, ha
designado una gran cantidad de linajes y sublinajes (Toole et al., 2021, 2022).

Ademas de los sistemas de clasificacion de la diversidad viral, existen un sistema de clasificacion
de variantes del CDC, entendidas estas como variantes genéticas de SARS-CoV-2 que emergieron
y circulan alrededor del mundo, este sistema de clasificacion se enfoca en caracteristicas

epidemioldgicas asociadas a dichas variantes y define tres clases, Variantes de Interés, Variantes
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de Preocupacion y Variantes de Alta Consecuencia, la deteccion de estas variantes pueden
requerir la implementacion de acciones de salud publica més apropiadas, incluyendo el aumento

de la vigilancia gendémica y el desarrollo de investigaciones epidemioldgicas (CDC, 2021).

Variantes de Preocupacion (VOC)

Reconocidas a nivel mundial como VOC, que son las siglas en inglés para “Variantes de
Preocupacion”. Para estas variantes existe evidencia de aumento en la transmisibilidad, severidad
de la enfermedad, reduccién significativa en la neutralizacién por los anticuerpos generados en
contra de infecciones previas o vacunas, reduccion de la efectividad a tratamientos y fallas en los
métodos de diagnostico. Actualmente se han definido 4 variantes de preocupacion para SARS-
Co-V2 (Tabla 2) (Public Health England, 2021: CDC, 2021; WHO.2023).

Inicialmente la variante de preocupacion que habia despertado mayores alertas era la variante
Alpha, conocida también como cepa britanica, debido a que, para el virus original detectado en
Wuhan en 2020, una persona infectada tenia la capacidad de contagiar a entre 2.4 y 2.6 personas,
esta tasa para la variante Alpha se incrementaba a de 4-5 personas. Posteriormente, una nueva
variante de preocupacion generod niveles de contagio en India mucho mayores, la variante Delta,
para esta variante una persona infectada tiene la capacidad de contagiar a de 5-8 personas,
desplazando incluso en el Reino Unido a la variante Alpha, siendo la variante dominante también
en esta region, ademas los datos de Inglaterra y Escocia demostraron un mayor riesgo de
hospitalizacion con Delta en comparacion con Alpha (Public Health England, 2021). En
noviembre 2021 una nueva variante fue identificada como variante de preocupacion debido una
mayor capacidad de dispersion con respecto a Delta. Esta variante, aunque presenta menos riesgo

de enfermedad severa afecta el sistema de salud por un aumento de casos de hospitalizacion.
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Tablal
Variantes de preocupacion que actualmente circulan VOC

Omicron B.1.1.529  GR/484A 21K,21L2IM, Miultiples VUM: 24-nov-2021
& 22A,22B,22C, paises, nov. VOC: 26-nov-2021
22D 2021

Nota. *Incluye BA.1, BA.2, BA.3, BA.4, BA.5 y linajes descendientes. También incluye las
formas recombinantes circulantes de BA.1/BA.2 como XE. La OMS enfatiza que estos linajes

deben ser monitoreados como linajes distintos por las autoridades de salud publica. Fuente: WHO,
2023.

Tabla 2
Variantes de Preocupacion anteriormente en circulacion VOC

Alpha B.1.1.7 GRY (antes 20I(V1) Reino Unido, 18-Dic-2020
GR/501Y.V1) Sep-2020

GR/501Y.V3  20J (V3) Brasil, 11-Ene-2021
Nov-2020

Nota. Fuente: WHO, 2023.
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Variantes de Gran Consecuencia
Para estas variantes existe evidencia clara de reduccidon de la efectividad de las medidas de
prevencion o las contramedidas médicas (MCMs), actualmente no se ha definido ninguna variante

de gran consecuencia para SARS-CoV-2 (CDC, 2021).

6 Estado del arte

Situacion de la COVID-19 en América
Tan solo para el 17 de febrero de 2023 la Organizacion Panamericana de la Salud reporta 274,448
casos de la enfermedad en la region de las Américas y 3,018 muertes atribuidas a ella en ese dia,

el total acumulado de casos asciende a 189,923,471 y el total de muertes a 2,926,937 (OPS, 2023).

Linea de Tiempo de la Pandemia por COVID-19 en Guatemala

El 11 de marzo de 2020 la OMS declaré una alerta de pandemia por la COVID-19, para ese
momento el Ministerio de Salud de Guatemala ya habia iniciado con controles en los aeropuertos
para monitorear la temperatura de los pacientes y sintomas asociados a la enfermedad; los
pacientes sospechosos fueron sometidos a una prueba diagnostica por PCR , y asi el viernes 13 de
marzo se reportaba el primer caso confirmado en Guatemala, se trataba de un paciente de 27 afios
que regresaba de un viaje por Europa (Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, 2020). Este
primer paciente fue aislado y tuvo una recuperacion de la enfermedad. Posterior al reporte del
primer caso, las medidas de contencion indicadas por el presidente de la Republica de Guatemala,
incluian la suspension de clases en todos los niveles, medidas de restriccion de movilidad dentro
y entre departamentos, suspension de algunos sectores laborales y actividades econdmicas, excepto
los servicios esenciales, restriccion de algunas actividades del sector publico y privado, restriccion
del desarrollo de eventos publicos y restriccion del niimero de personas que podian reunirse
(MSPAS, 2020).

El primer deceso de un paciente por COVID-19 en el pais, se registrd el 15 de marzo de 2020, y
en esos dias, se reportd un primer brote de transmision local de la enfermedad en San Pedro
Sacatepéquez, en un intento por contener dicho brote, se cerraron las entradas y salidas del

municipio (MSPAS, 2020)
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Por otro lado, dias después del registro de los primeros casos de la COVID-19 en el pais, el
gobierno anunci6 el cierre de las fronteras internacionales en el Aeropuerto Internacional la
Aurora. Las medidas de restriccion se continuaron con cambios menores hasta finales de junio.
Posterior al levantamiento de varias de las medidas descritas, durante el mes de julio y agosto se
dio un incremento en el nimero de casos por COVID-19 que llevo a la saturacion de la ocupacion
de camas de algunos hospitales nacionales y privados.

Respecto al cierre de fronteras internacionales, la medida continu6é con modificaciones menores
hasta el 18 de septiembre del 2020, fecha en la que reactivaron los vuelos comerciales (Instituto
guatemalteco de migracion, 2020), en un estudio previo realizado por nuestro grupo de
investigacion, pudo evidenciarse un cambio relevante en las frecuencias de linajes circulantes en
el pais a partir de la modificacion de estas medidas (Solérzano-Ortiz et al., 2020).

Durante el 2021 se implement6 un tablero de alertas de COVID, que funciona como un semaforo
que asigna en 4 niveles (rojo, naranja, amarillo y verde) a cada uno de los departamentos del pais,
con base en la incidencia de casos y durante varios meses, a partir de este tablero se fijaban medidas
de contencidn, como aforos, hasta abril 2022 cuando el gobierno anuncio6 la relajacion de medidas,
excepto el uso de mascarilla que continu6 siendo obligatorio hasta el 18 de julio de 2022.

Al igual que en el resto del mundo la incidencia de casos por Covid-19 en Guatemala se ha
comportado por olas de aumento de casos, en el pais se han registrado 5 episodios de aumento de
casos importantes (Figura 2), el primero corresponde de junio a julio de 2020, el segundo de junio
a septiembre de 2021, el tercero de enero a febrero de 2022, el cuarto y mas alto de todos, de junio
a julio de 2022 y el ultimo de menor dimension de noviembre a diciembre de 2022 (Departamento
de Epidemiologia del MSPAS, 2023).

Para el 17 de febrero del 2023 el MSPAS reporta 1,233,953 casos de Covid acumulados, 20,158
fallecimientos registrados por la enfermedad, una incidencia acumulada de 7,319.5 (casos por
100,000 habitantes), y una letalidad del 1.6% (Departamento de Epidemiologia, MSPAS, 2023).
La mayor incidencia de casos por departamento, corresponden a los departamentos de Guatemala,
Quetzaltenango, Sacatepéquez, El Progreso y Zacapa (Departamento de Epidemiologia del
MSPAS, 2023).

Ademas de la crisis de salud, el impacto socioecondmico que la pandemia dejo en el pais ha

contribuido al incremento de los niveles de pobreza y desigualdad. En un analisis realizado durante
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los primeros 100 dias de la pandemia generado por la Organizacion de las Naciones Unidas en
Guatemala, se proyectaba una reduccion en la recaudacion tributaria de un 5.4%, un incremento
de 3.4% en el gasto publico y un incremento del endeudamiento publico del 5% (Naciones Unidas,
2020). Como resultado de la crisis econdmica impuesta por la pandemia, la seguridad alimentaria
del pais sufri6 un duro golpe, estimandose, para el 2021que 4 millones de personas se alimentan
con una dieta inadecuada y 1.3 millones sufrieron inseguridad alimentaria severa durante el 2020,

esto duplico las cifras registradas para el 2019 (Naciones Unidas, 2021).

Figura 2
Casos confirmados de COVID-19 en Guatemala por fecha de toma de Muestra, de marzo 2020 a
Febrero 2023

Casos confirmados (n=1,234,068) por fecha de toma de muestra
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Nota. Fuente: Departamento de Epidemiologia, Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social,
Guatemala, 2023.

Vigilancia Genomica de SARS-CoV-2 en Guatemala
El 5 de agosto de 2020 el CDC registro en las bases de datos de acceso libre de GISAID y NCBI,
10 secuencias gendmicas correspondientes a los primeros registros de SARS-CoV-2 en

Guatemala, casos registrados del 13 al 21 de marzo, dichas muestras pertenecian a pacientes
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diagnosticados por el Laboratorio Nacional de Salud y que fueron referidas al CDC y secuenciadas
en los Estados Unidos. Las 10 secuencias registradas durante los primeros 8 dias de pandemia en
el pais presentaban una alta diversidad, 4 linajes distintos de acuerdo con el sistema de la
clasificacion de Pango (Rambaut et al., 2020; Solorzano-Ortiz et al., 2020)

Posteriormente, 89 secuencias mas fueron generadas por nosotros en un estudio previo, que contd
con muestras de junio a noviembre del 2020 (Soldérzano-Ortiz et al., 2020), siendo esta, la primera
vez que se secuenci6 el genoma de SARS-CoV-2 en Guatemala. Ademas 30 secuencias mas se
encuentran depositadas en la base de datos de GISAID, de estas 28 fueron secuenciadas por el
Laboratorio de Virus Respiratorios y Sarampion, del Instituto Oswaldo Cruz -FIOCRUZ-,
proporcionadas por el Laboratorio Nacional de Salud y 2 muestras secuenciadas por Centogene
una compafiia alemana, sin embargo, dichas muestras no cuentan con la informacion del
laboratorio de origen, hasta ese momento no se detectaban variantes de preocupacion circulando
en el pais (GISAID, 2021).

El 8 de abril el Laboratorio Nacional de Salud de Guatemala, emitié una alerta epidemiologica por
la deteccion de 5 muestras de pacientes con las variantes B.1.429 y dos muestras correspondientes
al linaje B.1.427, sin embargo, el reporte correspondia a muestras de pacientes tomadas desde
enero 2021 (MSPAS, 2021), lo que pone en evidencia la importancia de la implementacion de la
vigilancia gendmica activa, puesto que estas variantes fueron detectadas 4 meses después de su
introduccion, momento para el cual, cualquier medida tomada seria insuficiente.

Mas tarde, la ONG, Asociacion de Salud Integral -ASI- a través de un comunicado en redes
sociales, informo6 el 12 de mayo de 2021 que se encuentran desarrollando la secuenciacion
genoémica de muestras de SARS-CoV-2 de pacientes guatemaltecos y que durante dicho anélisis
detectaron la variante de preocupacién B.1.1.7 conocida como cepa britdnica, en una muestra
colectada del 4 de abril de 2021, de acuerdo con el CDC esta variante ha sido clasificada como
variante de preocupacion debido a un aumento de aproximadamente el 50% de la transmisibilidad
de la enfermedad, posible aumento de la severidad con base en informacion de la hospitalizacion
y tasa de casos fatales y un impacto minimo en la neutralizacién por sueros de convalecientes y
post-vacunacion (ASI, 2020; CDC 2020). Actualmente el Laboratorio Nacional de Salud ha
incrementado la vigilancia genomica a través de reportes periddicos, y la base de datos de GISAID

registra la secuencia de 4,359 genomas de virus de pacientes guatemaltecos. Los ultimos reportes
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de noviembre a febrero de 2022 indican que la cepa circulante predominante es la variante
recombinante XBB.1, superando el 80% de los reportes de enero y febrero (Informes de

Secuenciacion 32 — 36 Laboratorio Nacional de Salud, 2022 - 2023).

7  Objetivos
Objetivo general
Contribuir a la vigilancia gendémica activa de SARS-CoV-2 en Guatemala, a través de la
investigacion y el metaanalisis de la evolucion gendmica, la diversidad de linajes y patrones de

diversidad nucleotidica, para el establecimiento de hipotesis de riesgo epidemiolodgico.

Objetivos especificos

o Generar analisis bioinformaticos primarios para el ensamblaje y clasificacion de los linajes y
clados correspondientes a los 30 genomas generados en este estudio.

o Desarrollar andlisis filogenéticos, de diversidad nucleotidica, filodindmica y analisis espaciales
a partir del metaandlisis de las secuencias gendmicas de pacientes guatemaltecos, depositados
en los repositorios de acceso libre y las secuencias generadas en este estudio.

o Contribuir con la vigilancia gendémica de SARS-CoV-2 a través de la secuenciacion de 30 ge-
nomas virales provenientes de pacientes guatemaltecos que acudieron al Instituto Guatemal-
teco de Seguridad Social de enero a agosto del afio 2022.

o Evaluar efectos potenciales de la evolucion viral en el pais en la efectividad de vacunas, méto-
dos diagndsticos, especificidad de union a receptores y severidad de la enfermedad, a partir de
los patrones de diversidad nucleotidica encontrada en regiones gendmicas de interés, la clasi-
ficacion de linajes y variantes de todas las secuencias gendmicas de SARS-CoV-2 disponibles

para Guatemala desde marzo de 2020 hasta junio de 2022.

8 Hipdtesis de investigacion
El metaanalisis de los patrones de evolucion gendémica y de diversidad nucleotidica, encontrados
en los genomas de SARS-CoV-2, secuenciados de pacientes guatemaltecos desde marzo del 2020

a julio 2022, presentan informacion de relevancia que debe ser considerada en la evaluacion de la
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efectividad de medidas de contencion aplicadas en el pais, efectividad de vacunas, métodos

diagndsticos, especificidad de union a receptores y severidad de la enfermedad.

9 Materiales y métodos

Enfoque de la investigacion

Es un estudio observacional, descriptivo, analitico con enfoque mixto. Se analizaron datos
cuantitativos (diversidad nucleotidica, frecuencia de variantes, frecuencia de mutaciones de
importancia, nimero y posicion de cambios mutacionales) y cualitativos (analisis de linajes) de
las secuencias de SARS-CoV-2 directamente (todas las analizadas). Ademads, se analizaron datos
cualitativos contenidos en las fichas epidemiologicas correspondientes a cada uno de los pacientes
(tinicamente de los pacientes del Seguro Social), como fecha de toma de muestra, localidad de
origen y estado de la enfermedad. Los datos de secuencias y pacientes se analizaron en conjunto
unicamente para los pacientes del Seguro Social que corresponden con las 73 secuencias

generadas en este estudio.

Método

Consideraciones éticas:
El proyecto fue sometido a evaluacion por el Comité de ética del Instituto Guatemalteco de Seguridad
Social, y por el Comité de Bioética en Investigacion en Salud, COBIINSA USAC de la Universidad
de San Carlos de Guatemala. Las muestras provenientes del seguro social fueron desvinculadas de
datos sensibles de los pacientes. Se cumplié con todos los requerimientos establecidos por ambos
comités para la obtencion del aval, previo al inicio de la investigacion, y se obtuvo el aval bioético de

ambas instituciones. (ver anexo 1y 2).

Poblacion: La poblacion estd constituida por genomas virales secuenciados de pacientes
guatemaltecos de marzo 2020 a febrero 2023, y se compuso por dos tipos de secuencias:

a) Secuencias de genomas virales de SARS-CoV-2 de pacientes guatemaltecos depositados en
los repositorios de acceso publico de marzo 2020 a febrero 2023 (en adelante secuencias de bases

de datos).
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b) Secuencias provenientes de muestras de ARN viral de SARS-CoV-2 de pacientes que
accedieron de manera directa, o cuyas muestras fueron referidas al laboratorio de diagndstico
molecular del Instituto Guatemalteco de Seguridad Social, para el diagnostico de COVID-19,

entre febrero y noviembre de 2022.

Muestra:

Muestra bases de datos: Secuencias obtenidas de los repositorios de GISAID y NCBI que cum-
plieron con los siguientes criterios: Secuencias completas, con alta cobertura, con datos completos
de toma de muestra (fecha y localidad), en total 1040 secuencias.

Muestra biologica para Secuenciacion: El Instituto Guatemalteco de Seguridad Social -IGSS-
proporciono 144 productos de la extraccion de ARN viral, de muestras de hisopado nasal positivas
para SARS-CoV-2, de pacientes que visitaron el Instituto entre febrero y noviembre de 2022. Las
muestras fueron seleccionadas por conveniencia, con una distribucion equitativa en la escala tem-
poral y espacial del pais, de acuerdo con el registro de casos por region, y fueron entregadas en
dos grupos por el personal del IGSS, el nimero planteado inicialmente correspondia con 100
muestras, esto debido a que durante el proceso de secuenciacion, se van descartando las que no
cumplen con los criterios de calidad para ser secuenciadas, sin embargo, durante la primera en-
trega desarrollada por el IGSS, no se desarroll6 el traslado en el tiempo y condiciones acordadas,
por esta razon, fue necesario someter a una serie de pruebas de calidad del ARN, a las muestras
de la primera entrega, y debido a que tan solo 38 muestras cumplian con los criterios, el IGSS
desarrollo una segunda entrega de 44 muestras, las cuales fueron trasladadas en el vehiculo para
transporte de muestras del 12QB3 por los investigadores Elizabeth Solorzano Ortiz y Fredy Pe-
reira, cumpliendo con todas las normas de embalaje para garantizar el buen estado de las mues-
tras..

Criterios de Inclusion: Muestra Biologica para Secuenciacion: Gracias al aporte de la
contrapartida, el 12QB3, fue posible incluir dentro del estudio, més de las 30 muestras que se
plantearon inicialmente, 73 muestras de ARN viral de pacientes guatemaltecos, cuyos valores de
carga viral, medidos con la aproximacion de los valores de CT de la RT-PCR, fueron iguales o
menores a 30. Los valores de CT fueron obtenidos durante el proceso de diagndstico por el IGSS.

El valor umbral de CT para la inclusion de muestras fue establecido con base en la carga viral
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necesaria para obtener suficientes lecturas durante el proceso de secuenciacion, lo cual garantiza
valores adecuados de profundidad y cobertura de los genomas. Muestra de bases de datos:
Secuencias que sobrepasaron los siguientes criterios: Secuencias completas, con alta cobertura,

con datos completos de toma de muestra (fecha y localidad)).

Recoleccion de informacion

Transporte de Muestras biologicas: Recepcion, Transporte, Manipulacion y Almacenaje del ARN
viral: Aunque fue convenido que seria el personal del IGSS quien desarrollaria el traslado de
muestras del IGSS al I2QB3 y las condiciones que debian cumplir del traslado, como las normas
de proteccion personal, de bioseguridad, y se debia tener cuidado especial en mantener la cadena
de frio, el personal del IGSS responsable del traslado de las muestras no cumplié con mantener la
cadena de frio y las muestras llegaron descongeladas al 2QB3. Debido a esto y a que no se tenia
certeza de que las muestras fueron mantenidas a -70°C previo a ser transportadas, el personal del
[12QB3 debid realizar procesos para verificar la integridad de las muestras, lo cual no estaba
contemplado y se incurri6 en gastos de reactivos no previstas, que fueron solventadas en parte
con los reactivos adquiridos en el proyecto y otros brindados por la contrapartida el [2QB3, esto
también gener6 un procesamiento en laboratorio que incremento el tiempo de analisis a un 200%.
Para solventar la baja cantidad de muestras que cumplieron con los criterios de calidad del primer
envio, las colaboradoras de IGSS proporcionaron una segunda entrega de 44 muestras mas, este
traslado fue desarrollado por los investigadores Elizabeth Solorzano Ortiz y Fredy Pereira, en el

vehiculo de transporte del [2QB3, para garantizar el adecuado transporte.

Técnicas e instrumentos

Datos Epidemiologicos:

Los datos epidemioldgicos para las 73 secuencias que se generaron en este estudio, fueron
recopilados por el personal del Instituto Guatemalteco de Seguridad Social. Para cada secuencia
se generd una codificacion desvinculada de identificadores personales de los pacientes para

trasladar la informacion a los investigadores.
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Secuencias de bases de datos (Metaanalisis genético y evolutivo):

Los estudios comparativos de conjuntos de datos gendémicos traen consigo la necesidad de
enfoques bioinformaticos para su andlisis. Asi mismo, cada vez se requiere mas tener la capacidad
de respaldar almacenes mas ricos de datos asociados contextualmente (metadatos), para mejorar
la capacidad de interpretar y comparar hallazgos en colecciones de estudios independientes o
relacionadas en un area geografica de importancia epidemiologica a través de su metaanalisis. El
metaanalisis o sintesis de informacion de estudios independientes, aumenta el poder de los analisis
genéticos y reduce los hallazgos de falsos positivos (Evangelou & loannidis, 2013). Sin embargo,
los metaandlisis de secuencias genéticas distan de la estructura del metaanalisis tradicional de
estudios clinicos, y no debe ser confundido con éste, puesto que el término hace alusion a los
analisis de diversidad genética y andlisis evolutivos del conjunto de secuencias gendmicas
generadas por diferentes centros de gendmica. Por ello, el metaanalisis de este estudio consistio
en la recopilacion de metadatos y secuencias completas de genomas de los aislamientos de SARS-
CoV-2 en pacientes guatemaltecos desde marzo de 2020 (primeros casos reportados en el pais) a

febrero de 2023, depositadas en las bases de datos de GISAID en formato FASTA.

Secuenciacion Genomica

Las muestras descritas previamente fueron secuenciadas por el método de amplicones con el panel
de ARTIC version 4.1, siguiendo las especificaciones del fabricante, a través de un método de
secuenciacion de tipo [llumina pareada (paired end), en un secuenciador de tipo MiSeq. El proceso
fue desarrollado por el equipo investigadoras asociadas del Instituto de Investigaciones Quimicas,
Biologicas, Biofisicas y Biomédicas [12QB3, de la Universidad Mariano Gélvez, expertas en

secuenciacion gendomica y la Coordinadora del proyecto Elizabeth Solorzano.

Analisis Bioinformdticos Primarios para Secuencias generadas en el Estudio

Para las muestras secuenciadas en este estudio se utilizaron métodos bioinformaticos de las rutas
establecidas como las mejores practicas de analisis para secuencias de SARS-CoV-2.

Analisis de Calidad de Secuencias, Filtrado

Los archivos obtenidos de la secuenciacion en formato FASTQ se analizaron por calidad

utilizando el software FASTQC, a partir de los valores obtenidos de Q para cada una de las
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lecturas, utilizando el paquete BBduk del software BBMap se descartaron las lecturas con valores
de Q menores a 25 y longitud menor a 100 pares de bases, y se eliminaron los adaptadores,
posteriormente se eliminaron las lecturas que correspondian al huésped humano utilizando un

pipeline bioinformatico en Galaxy Workflow manager.

Ensamblaje Genomico, llamado de Variantes y Generacion de Secuencias Consenso

Utilizando la secuencia del genoma de referencia NC 045512.2, la cual es recomendada por la
comunidad cientifica (descargada del GenBank), se realizé el ensamblaje de los genomas en los
softwares BWA en la opcion BWAmem, posteriormente se realizd un llamado de variantes
utilizando lofreq y por tltimo se generaron las secuencias consenso en formato FASTA, utilizando

beftools.

Descarga de Secuencias de Bases de Datos

Se desarroll6 una busqueda de los archivos de secuencias de pacientes guatemaltecos en la base
de datos de GISAID, se utilizaron los filtros predeterminados en la base de datos de: Secuencias
Completas, Secuencias con alta cobertura, Secuencias con datos de colecta completos (fecha de
toma de muestra y localidad), se encontraron 1040 secuencias que cumplieron con estas
caracteristicas, estas se descargd una muestra aleatoria estratificada por fecha, de 239 secuencias
distribuidas de marzo 2020 a febrero 2023, con estas secuencias se generd un archivo multifasta,
directamente de la base de datos de GISAID, esta muestra fue utilizada para los analisis
filogenéticos. Los andlisis de diversidad y frecuencia de variantes generados en nextrain se
desarrollaron con las 4359 depositadas en la base de datos de GISAID, sin la aplicacion de ninglin

filtro.

Andlisis secundarios

Alineamiento multiple de Secuencias.

Todas las secuencias descargadas y generadas en este estudio fueron concatenadas en Linux,
utilizando una linea de comandos, para generar un solo archivo multifasta. Se concatenaron en
dos grupos principales, uno con las secuencias descargadas de GISAID y las muestras generadas

en el estudio y otro tnicamente con las secuencias generadas en este estudio. Ambos archivos
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multifasta fueron alineado junto con el genoma de referencia, en la version en linea del paquete
MAFFT, que utiliza un método de alineamiento multiple progresivo. El alineamiento fue revisado
manualmente utilizando el software Aliview.

Asignacion de Linajes y Clados

Utilizando la plataforma utilizando la herramienta Pangolin linaje assigment y la plataforma
BaseSpace de [llumina, se clasificaron cada una de las secuencias analizadas por linaje de acuerdo

con el método Pango (Rambaut et al., 2020) y en los clados de Nexstrain.

Construccion de filogenias

A partir de los alineamientos multiples generados en MAFFT, con el software IqTree en su version
en linea, inicialmente se evaluaron los modelos de evolucion molecular que mejor se ajustaban a
los datos y con base en estos se construyeron filogenias de Méaxima verosimilitud, con 10,000
permutaciones de Bootstrap, para acceder al soporte de las ramas. Mas tarde se generaron
visualizaciones de las filogenias, con arboles enraizados, ignorando la longitud de rama,

utilizando el software ITool.

Enfoque Filodinamico
Para la filogenia de las 73 muestras generadas en este estudio, se generd un arbol filodindmico

que asocia cada muestra a la informacién de linaje de Pango y el estado del paciente.

Analisis Espaciales y Temporales

Utilizando la filogenia generada de las 73 muestras secuenciadas en este estudio y los datos de
procedencia geografica, y fecha de toma de muestra se construyd un mapa de distribucion de las
variables asociado a la filogenia conservando el tamafio de rama y una linea de tiempo de los

linajes en el software Microrreact.

Analisis de Diversidad
Utilizando la herramienta Nextrain, se gener6 un andlisis de diversidad de los genomas
secuenciados en este estudio, se clasificaron las muestras en los sistemas de Nextclade, Pango y

de la WHO, se analizé ademas: a) Numero de Substituciones Totales, b) Numero de
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Deleciones ¢) Numero de Inserciones d) Cambios de Marcos de Lectura e) Numero de
Substituciones de Aminodcidos f) Numero de Deleciones de Aminoacidos g) Numero de
Inserciones de Aminoacidos, h) Numero total de Cambios en regiones de Cebadores de la PCR y
los 1) Los sitios y cambios en regiones de Cebadores de la PCR.

Ademas, en el sitio de GISAID se realizo un analisis de frecuencia de linajes (Lineage Frequency)
en el paquete desarrollado por Yani Xu, bajo la supervision de Raphael TC Lee y Sebastian
Maurer-Stroh del Instituto de Bioinformatica (BII) de la Agencia de Ciencia, Tecnologia e
Investigacion de Singapur (A*STAR). Este andlisis se desarrolld con las secuencias circulantes

de febrero 2022 a febrero 2023, a nivel mundial, en Estados Unidos, en México y Guatemala.

10 Resultados y discusion

10.1 Resultados

Secuenciacion Genomica y Andlisis Primarios

De las 144 muestras proporcionadas por el Instituto Guatemalteco de Seguridad Social, distribuidas
de febrero a noviembre de 2023, 73 cumplieron con todos los criterios de calidad necesarios para ser
secuenciadas. Se generaron las lecturas de 73 genomas completos el 2 de diciembre en la plataforma
de secuenciacion Illumina MiSeq del Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de
Investigaciones Quimicas, Biologicas, Biomédicas y Biofisicas. El 92.81% de las lecturas generadas
en la secuenciacion, presentaron valores de calidad superior al Q30, con un promedio de cobertura del

99.2%.

Anadlisis Secundarios:

Analisis Filodinamico

Las 73 muestras generadas en este estudio fueron clasificadas en 24 linajes de acuerdo con el sistema
Pango, y el desarrollo de la enfermedad fue clasificado en cuatro estados definidos por el Instituto
Guatemalteco de Seguridad Social como: Fallecido, leve, moderado y severo. Con base en esta
informacion se construyd un arbol filodindmico que asocia la relacion filogenética entre muestras, el

linaje de cada muestra y el estado del paciente de acuerdo con un cédigo de coloracion (Figura 3). De

las 73 muestras 7, equivalente al 7.3 de los pacientes fallecieron, de ellos 6 presentaron los linajes y
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sublinajes BA.1.1, uno el BA.2.12.1, uno el BQ.1.1.4, y uno el BQ.1.13, el estado leve se present6 en
una gran diversidad de linajes y sublinajes (23), el estado severo se encontrd en dos muestras del linaje
BQ.1 y el estado moderado en dos muestras del linaje BA.5.5 y una BA.1.1. Dos de las muestras no

presentaron informacion del estado del paciente.

Andlisis Filogenético

El anélisis filogenético desarrollado en conjunto de la muestra de 238 muestras de bases de datos de
marzo 2020 a febrero con las 73 secuencias generadas en este estudio (Figura 4), mostr6 que al inicio
de la pandemia y durante todo el afio 2020, la distribuciéon temporal de las muestras y su relacion
filogenética no muestran un patron claro de agrupamiento, probablemente como resultado del escaso
esfuerzo de muestreo y la distribucion temporal espaciada, mientras que para las muestras de finales

de 2021 hasta febrero de 2023 los agrupamientos tienen un patrén de distribucion temporal.
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Figura 3

Arbol filodindmico construido en IOTREE y visualizado en ITOL, de las 73 muestras secuenciadas

del IGSS de febrero a noviembre 2022
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Nota. En esta figura se muestra el arbol de maxima verosimilitud de los linajes asignados de acuerdo

con el método de clasificacion de Pango y el estado del paciente. En la visualizacion se ignord la

longitud de las ramas.
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Figura 4

Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud de las muestras de base de datos de GISAID y las

muestras secuenciadas en este estudio
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Nota. La filogenia se construyo en IQTREE y fue visualizado en ITOL. En la visualizacion se ignord

la longitud de las ramas.
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Analisis de Diversidad Nucleotidica

El anélisis de diversidad nucleotidica de las 73 secuencias generadas en este estudio (Tabla 3) mostro
un promedio de 72.68 sustituciones nucleotidicas por secuencia, 56.65 deleciones, y la mayoria de las
muestras no presentd inserciones nucleotidicas, solamente una muestra presentd 6 inserciones y 11
muestras presentaron una insercion de 9 nucledtidos, todas pertenecientes a linajes o sublinajes de
BA.1. Respecto a la diversidad de la secuencia de aminoacidos se encontré un promedio de 55.25
sustituciones en posiciones de aminoacidos y 14.53 deleciones. Respecto al analisis de diversidad de
los sitios objetivo de los cebadores que se utilizan en los protocolos de diagnostico por PCR se
encontraron de 5 a 8 sustituciones por secuencia, en promedio 6.1. Todas las secuencias presentaron
al menos una sustitucion para los protocolos de diagndstico de PCR mas utilizados a nivel mundial:

Charité, China CDC y US CDC (Tabla 3).
Andlisis de Diversidad Espacio-temporal

Para comprender la dindmica espacio temporal de los linajes se construyd un andlisis en microreact
que consolida la relacion evolutiva de los linajes encontrados a través de la visualizacion de la filogenia
considerando el largo de ramas (Figura 5), esto facilita la comprension de la relacién temporal en la
que aparecieron ciertos linajes con respecto a otros considerados en el mismo andlisis, posteriormente
el analisis temporal permite evaluar el tiempo de aparecimiento y circulacion de linajes sin considerar
su relacion evolutiva (Figura 6). Aunque los datos son escasos la linea de tiempo desarrollada (Figura
6), muestra algunas tendencias importantes respecto al aumento de la diversidad y el recambio de
variantes dominantes, observamos la mayor diversidad en lo que pudimos capturar de dos olas de
contagio, la mayor registrada en el pais, en julio de 2022 (Figura 2) y el inicio de una ola de contagios
a finales del afo, pero de mucho menor importancia epidemioldgica. El anélisis de distribucion
espacial posee un alcance menor para el desarrollo de conclusiones temporales a nivel departamental
o regional, dado que la mayoria de las secuencias se concentraron en la Ciudad de Guatemala (Figura
7), aunque fue alli donde se encontré6 mayor diversidad, las muestras de otros departamentos son

€scasas.
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Figura 5.

Filogenia de linajes de Mdxima verosimilitud, construida en IQTREE y visualizada en microreact de
las 73 muestras secuenciadas del IGSS de febrero a noviembre 2022
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Nota. Se muestra los linajes asignados de acuerdo con el método de clasificacion de Pango y el estado
del paciente conservando la longitud de las ramas. El codigo de coloracion corresponde con los analisis
espaciales y temporales para una mejor visualizacion de la distribucion espacio-temporal, y se

encuentra en la Figura 4. En recuadro rojo se remarcan las dos secuencias del sublinaje recombinante

XBB, 1
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Figura 6
Analisis de la Distribucion Temporal de linajes de las 73 muestras secuenciadas del IGSS de febrero
a noviembre 2022

A B

B s

I B.1.1.71
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B sA.1.15
BA.2
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BA.5.1
B sAs.1.25
BA.5.2
BA.5.2.1
[ BAas223
BA.5.2.27
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I s

BF.27

B sc.1.1
B sc1.1.4
B sQ.1.13

BQ.1.23

5 I sc13

- CK.1
=2 B xsB.1
Nota. A) Analisis de Distribucion Temporal desarrollado en el software Microreact de las 73 muestras
secuenciadas del IGSS de febrero a noviembre 2022 muestra los linajes asignados de acuerdo con el
método de clasificacion de Pango. En el eje X se encuentran las fechas de toma de muestra y en el eje

Y el nimero de secuencias B) Codigo de coloracion por linaje.
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Figura 7
Andalisis de Distribucion Espacial de las 73 muestras secuenciadas del IGSS de febrero a noviembre
2022, y sus coordenadas geograficas
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Nota. Andlisis de Distribucion Espacial desarrollado en el software Microreact de las 73 muestras
secuenciadas del IGSS de febrero a noviembre 2022, y sus coordenadas geograficas, el codigo de

coloracion por linaje corresponde con la Figura 4.
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Tabla 3
Analisis de Diversidad

Muestra

Clado
Nextclade
_pango

Clado
Nextstrain

Clado
Who

Substitucione
s Totales

Deleciones
Totales

linserciones
Totales

Cambios de
Marcos de
Lectura
Totales

Substituciones
de

Ami, o

Deleciones
de

i,

Inserciones
de

Ami i,

Totales

Totales

Totales

Cobertura

Numero total
de Cambios
en regiones

de Cebadores

de PCR

Sitios y Cambios en regiones de
Cebadores de PCR

106S

BQ.1.1

22E

Omicron

76

59

59

0.9967227

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
681T

29S

BA.5.5

22B

Omicron

72

59

55

0.9967896

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

100s

BQ.1.3

22E

Omicron

77

59

60

0.9970906

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
681T

1248

BQ.1.1

22E

Omicron

77

62

59

0.9967896

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
681T

41

BA.4.4

22A

Omicron

74

68

56

0.997124

CharitA©_E_F:C26270T,CharitA©_N_F:C!

28724T,ChinaCDC_N_F:G28881A;G2888

2A;G28883C,USCDC_N1_P:C28311T,USC
DC_N3_P:C28724T

27S

BA5.2.1

228

Omicron

72

59

53

0.9966559

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
P:C28311T;A28330G

25

BA.2.3.5

21L

Omicron

78

53

58

0.9889643

CharitA®_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,ChinaCDC_
N_R:A28973T,USCDC_N1_P:C28311T

1108

XBB.1

22F

Omicron

90

56

66

0.9968899

CharitA©_RdRp_F:G15451A,CharitA©_E

_F:C26270T;A26275G,ChinaCDC_N_F:G2

8881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1_P:
€28311T

1195

BQ.1.1

22E

Omicron

76

59

59

0.9971575

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
6817

308

BA2.12.1

22C

Omicron

75

53

53

0.9881952

CharitA®_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
628881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

88S

BA.1.1

21K

Omicron

60

36

46

0.9629803

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

46S

BA5.1

228

Omicron

72

59

52

0.9970906

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T,Pasteur_IP4_R:C14178T

94s

BE.1

228

Omicron

72

59

56

0.9966559

CharitA®_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
628881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T,USCDC_N3_F:G28681T

89S

BA.1.1

21K

Omicron

65

39

49

0.9963549

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T,Pasteur_IP2_R:C12784T

965

BQ.1.1

22E

Omicron

76

59

59

0.9968899

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
681T

565

BA.5.2.1

228

Omicron

74

74

56

0.9967896

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T;A28330G

31S

BA5.2

228

Omicron

68

59

48

0.9720764

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T;A28330G

328

BA.5.2

228

Omicron

73

59

53

0.988864

CharitA®_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
628881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T;A28330G

1255

BQ.1.1

22E

Omicron

76

59

59

0.9966559

CharitA®_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
681T
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43S

BA.4.4

22A

Omicron

75

68

57

17

0 0.9968565

CharitA©_E_F:C26270T,Charith@_N_F:C

28724T,ChinaCDC_N_F:G28881A;G2883

2A;G28883C,USCDC_N1_P:C28311T,USC
DC_N3_P:C28724T

83S

BA.1.1

21K

Omicron

59

39

48

16

1 0.9968231

CharitR©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

1295

BA5.1

228

Omicron

73

59

55

14

0 0.9965221

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

1118

BQ.1.1

22E

Omicron

76

59

59

14

0 0.9963549

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

(G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
681T

45

BA.2.3

21L

Omicron

69

53

53

12

0 0.9943484

CharitA@_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
(628881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

128s

BA.5.2.23

228

Omicron

73

59

56

14

0 0.9878273

CharitR©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T;A28330G

525

BA.5.2

228

Omicron

72

59

52

14

0 0.9895328

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
(28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T;A28330G

95

BA.2

21L

Omicron

74

59

53

14

0 0.9856536

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

1225

BQ.1.1

22E

Omicron

76

59

59

14

0 0.9969568

CharitA@_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

628881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
6817

1208

BA.5.1

228

Omicron

72

59

54

14

0 0.9951844

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

113S

BQ.1.13

22E

Omicron

78

59

59

14

0 0.9969903

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

(G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
6817

425

BA.2.3.5

21L

Omicron

74

53

56

12

0 0.9924088

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

1308

XBB.1

22F

Omicron

89

56

66

13

0 0.9966224

CharitA©_RdRp_F:G15451A,CharitA@_E

_F:C26270T;A26275G,ChinaCDC_N_F:G2

8881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1_P:
283117

118S

BA.5.2.23

228

Omicron

77

59

56

14

0 0.9971575

CharitA©_E_F:C26270T,Charith@_N_F:C

28720T,ChinaCDC_N_F:G28881A;G2883

2A;G28883C,USCDC_N1_P:C28311T;A28
330G,USCDC_N3_P:C28720T

138

BA.5.2.27

228

Omicron

65

59

47

14

0 0.9374979

CharitR©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T;A28330G

118

BA.4.3

22A

Omicron

73

68

54

17

0 0.9878273

CharitA©_E_F:C26270T,CharitA©_N_F:C

28724T,ChinaCDC_N_F:G28881A;G2888

2A;G28883C,USCDC_N1_P:C28311T,USC
DC_N3_P:C28724T

98s

BE.1

228

Omicron

72

59

56

14

0 0.9967896

CharitA@_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
628881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T,USCDC_N3_F:G28681T

92§

BA.1.1

21K

Omicron

67

39

54

16

1 0.9966224

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
(628881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

855

BA.1.1

21K

Omicron

60

39

51

16

1 0.9966559

CharitA@_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_F:G28287A,USCDC_N1_P:C28311T

1235

BQ.1.1

22E

Omicron

77

59

60

14

0 0.9968565

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

(28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
681T
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CharitA®_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
185 | BAS.S 228 | Omicron 68 62 0 0 51 15 0 0.9864896 5 G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

CharitA©®_E_F:C26270T,HKU_N_R:C292
255 | BR27 228 | Omicron 78 59 0 0 56 14 0 0.989165 7 537,ChinaCDC_N_F:G28881A;G28882A;G
28883C,USCDC_N1_P:C28311T;A28330G

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
6817

1075 BQ.1.23 22E Omicron 80 62 0 0 60 15 0 0.9966559 7

CharitA©®_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
81 | BAL1 21K | Omicron 62 39 9 0 50 16 1 0.9963549 5 628881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
1015 cK.1 22B | Omicron 74 62 0 0 54 15 0 0.9967896 5 G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:A283306G

CharitA®_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
1165 | BA.5.2 228 | Omicron 76 59 0 0 55 14 0 0.989165 6 G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T;A28330G

CharitA®_E_F:C26270T,CharitA@_N_P:
77s | BAL1 21K | Omicron 58 39 9 0 48 16 1 0.9967896 6 €28775T,ChinaCDC_N_F:G28881A;G288
82A;G28883C,USCDC_N1_P:C28311T

CharitA©®_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

(G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
681T

978 BQ.1.3 22E Omicron 77 59 0 0 60 14 0 0.9970906 7

CharitA®_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
681T

108s BQ.1.13 22E Omicron 78 59 0 0 59 14 0 0.9971575 7

CharitA®_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
34s BE.1 228 | Omicron 69 59 0 0 53 14 0 0.9881952 6 G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T,USCDC_N3_F:G28681T

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
408 BA.5.5 22B | Omicron 69 63 0 1 53 16 0 0.9879945 5 G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

CharitA®_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
681T

995 BQ.1.1 22E Omicron 76 59 0 0 59 14 0 0.9970906 7

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
765 BA.11 21K Omicron 58 39 9 0 47 16 1 0.9967896 5 G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
795 |BA.L116| 21K | Omicron 57 39 9 0 48 16 1 0.9678962 5 628881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

CharitA®_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
355 | BASS 228 | Omicron 71 59 0 0 53 14 0 0.9877939 5 G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

CharitA©_E_F:C26270T,HKU_N_F:T2914
878 BA.2.3 21L Omicron 74 77 0 0 54 20 0 0.9877939 6 8C,ChinaCDC_N_F:G28881A;G28882A;G
28883C,USCDC_N1_P:C28311T

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
625 |BA5.1.25| 22B | Omicron 70 59 0 0 52 14 0 0.9970906 5 G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

CharitA®_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
675 | BAL15 | 21K | Omicron 59 39 9 0 48 16 1 0.9968565 5 G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

CharitA®_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
681T

109 BQ.1.1 22E Omicron 77 59 0 0 60 14 0 0.9970906 7

CharitA®_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
631T

1218 BQ.1.1 22 Omicron 76 62 0 0 59 15 0 0.9966224 7
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73S

BA.1.15

21K

Omicron

61

39

50

16

0.9967896

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
(28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

1128

BQ.1.1.4

22E

Omicron

81

68

64

17

0.9966559

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

(G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N2_F:T291
73C,USCDC_N3_F:G28681T

93s

BQ.1.3

22E

Omicron

77

59

60

14

0.9968231

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

(G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
681T

615

BAS5.5

228

Omicron

71

59

54

0.9886968

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

104

BQ.1.1.4

22E

Omicron

81

68

64

0.9966893

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

628881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N2_F:T291
73C,USCDC_N3_F:G28681T

1178

BQ.1.1

22E

Omicron

76

59

59

0.9968565

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

628881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
681T

128

BA2.3.5

21L

Omicron

69

53

51

12

0.9802695

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
628881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

3S

BA.2.9.7

21L

Omicron

72

53

52

12

0.9786309

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
(28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

10

BA.2

21L

Omicron

72

53

52

12

0.9799686

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
(G28881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T,USCDC_N1_R:C28344T

265

BA.2.12.1

22C

Omicron

73

53

52

0.9881283

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:
628881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1
_P:C28311T

1328

BQ.1.13

22E

Omicron

78

59

60

14

0.9780958

CharitA©_E_F:C26270T,ChinaCDC_N_F:

628881A;G28882A;G28883C,USCDC_N1

_P:C28311T;C28312T,USCDC_N3_F:G28
681T

958
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Nota. Fuente: Datos experimentales.
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Figura 8
Comparacion de la distribucion y abundancia de los linajes circulantes de febrero 2022 a febrero
2023 por region
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Nota. Comparacion de la distribucion y abundancia de los linajes circulantes de febrero 2022 a febrero
2023 por region. A: Guatemala, B: Mundial, C: Estados Unidos y D: México.

Figura 9
Distribucion del linaje XBB. 1 de los 25 paises en los que se presento con mayor abundancia
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Nota. Distribucion del linaje XBB.1 de los 25 paises en los que se presenté con mayor abundancia.

Guatemala ocupa el 5to lugar a nivel mundial. Fuente Cov-Lineages, Pangolin.
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Distribucion y abundancia regional de los linajes circulantes de SARS-CoV-2 en 2022

La evaluacion de la distribucion y abundancia de los linajes de SARS-CoV-2 que circularon de febrero
2022 a febrero 2023 mostr6 una tendencia de linajes circulantes similar a la presentada a nivel mundial,
pero con cambios en las frecuencias relativas y la velocidad de cambio, sin embargo una observacion
que llamo la atencién fue el abrupto aumento del sublinaje XBB.1 en Guatemala de octubre 2022 a
febrero 2023 (Figura 8), en la busqueda de informacion del linaje se encontrd que este sublinaje
recombinante que deriva del linaje recombinante XBB y que fue detectado por primera vez a nivel
mundial en India. Ademads, la busqueda del sublinaje en el sitio Cov-Lineages se accedid a su
distribucion mundial, los hallazgos mostraron que Guatemala ocupa el quinto lugar de abundancia a
nivel mundial, solamente después de Estados Unidos, Indonesia, Reino Unido y Malasia (Figura 9).
Debido a que el pais con mayor abundancia fue Estados Unidos, decidimos evaluar la distribucion en
Estados Unidos y en México para generar hipotesis respecto a si se trata de un efecto de fuente
sumidero y la ruta de dispersion es a través de México, sin embargo, los hallazgos mostraron que a
pesar de que la variante ingresé a México mas o menos al mismo tiempo que en Guatemala, al menos

hasta el momento el sublinaje no predomina en la region.

10.2 Discusion de resultados

Analisis Filodinamico de los pacientes secuenciados en este estudio

El anélisis filodindmico de las 73 muestras secuenciadas de pacientes del Instituto Guatemalteco de
Seguridad Social, mostr6 una alta diversidad de linajes circulantes a lo largo del afio 2022, todas
pertenecientes al clado de Omicron de acuerdo con la clasificacion de la WHO (Tabla 3), sin embargo.
es necesario enfatizar que la distribucion temporal de las muestras se vio alterada por los problemas

de transporte y almacenamiento de las muestras pertenecientes a los meses de febrero a octubre.

La mayoria de los pacientes asociados a estas 73 secuencias virales tuvieron un desarrollo leve de la
enfermedad y todos los pacientes fallecidos y con estado severo (el 12% de los pacientes analizados)
presentaron sublinajes derivados de BA.1, BA.2 y BQ.1. En un estudio desarrollado en Sudafrica en
febrero de 2022, los autores concluyeronn que BA.2 puede tener una ventaja competitiva sobre BA.1

en la consideracion de ciertas caracteristicas, sin embargo, que el perfil clinico de la enfermedad
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continuaba siendo similar, lo que coincide con nuestros hallazgos (Wolter et al., 2022), y en un estudio
publicado a inicios de este afio se evaluo la resistencia a anticuerpos neutralizantes de las variantes
BQ.1.1, BA.4.6, BF.7 y BA.2.75.2, respecto a sus variantes ancestrales, sus hallazgos mostraron que
los linajes BQ.1/ BQ.1.1 y BA.2.75.2 exhibieron un aumento en la capacidad para evadir los
anticuerpos neutralizantes, caracteristica derivada de las mutaciones N460K/ K444T y F486S ,
respectivamente, esto podria explicar el desarrollo fatal de la enfermedad en los pacientes incluidos

en este estudio que presentaron dichas variantes.
Analisis de Diversidad

En el andlisis de diversidad nucleotidica de las 73 secuencias generadas en este estudio mostré un
promedio de 72.68 sustituciones nucleotidicas por secuencia, que corresponde aproximadamente con
un 0.25% del genoma total, no se detectd ninguna sustitucion no reportada de relevancia
epidemioldgica, ya que no se modificaron los marcos de lectura para ninguna secuencia, y las

sustituciones aminoacidicas en promedio correspondieron solamente al 0.19% de la secuencia.

Respecto al andlisis de diversidad de los sitios objetivo de los cebadores que se utilizan en los
protocolos de diagnostico por PCR se encontraron de 5 a 8 sustituciones por secuencia, en promedio
6.1, distribuidas en las regiones blanco de los tres protocolos de diagnostico por PCR maés utilizados

a nivel mundial: Charité, China CDC y US CDC.

Todas las secuencias analizadas presentaron al menos una sustitucion para cada uno de los protocolos,
el bajo nivel de sustitucion en las regiones blanco parece irrelevante en términos epidemiologicos, sin
embargo, la capacidad de hibridacion entre la region blanco y los cebadores no es solo relevante en
cuanto al nimero sino también respecto a la posicion, por ello es necesario evaluar periddicamente a
través de softwares especificos para el analisis in silico de la eficiencia de cada grupo de cebadores de

los protocolos que actualmente se utilizan en el pais para el diagndstico molecular de SARS-CoV-2.
Analisis de la Diversidad Espacio temporal

Aunque como se menciond en los resultados, los datos son escasos para la linea de tiempo desarrollada,
se muestran algunas tendencias importantes, al ser comparadas con datos del comportamiento
poblacional en las olas de aumentos de casos, en el pais (Figura 2 y 6) y las politicas de estado para el

manejo de la enfermedad. Esto pone de relevancia que aunque la seleccion ha sido la fuerza evolutiva
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a la cual se ha atribuido la mayor relevancia en los procesos de la dindmica de aumento, disminucion
y recambio en la diversidad gendmica de las secuencias circulantes de SARS-CoV-2, y se ha
mencionado también la importancia de eventos estocasticos, como efectos fundador y deriva génica,
en el caso de Guatemala tanto en nuestro estudio previo durante el primer afio de pandemia, como en
este, se puede evidenciar una influencia respecto a las politicas de estado de contencion de la
enfermedad, no solo en el aumento de nimero de casos, sino también en aumento de la diversidad y
un recambio relevante respecto a las variantes dominantes posteriores a la disminucion de la ola de
contagios, en el caso del andlisis temporal de las secuencias de 2022, fue posible contar con datos de
una olas de contagio, la mayor para el pais desde el inicio de la pandemia, cuando el uso obligatorio

de mascarilla en el pais fue eliminado durante el mes de julio.

Respecto al analisis espacial la diversidad mas alta se observd en la region central, especificamente en
la Ciudad de Guatemala, y parecieran estar estratificadas las variantes por la region de procedencia
del pais. Sin embargo, es necesario para ambos andlisis generar estos modelos con una muestra mas
amplia tanto en el espacio temporal como el geografico, en este estudio no fue posible desarrollarlo

debido a los retrasos que sufrieron la ejecucion de los proyectos.
Distribucion y abundancia regional de los linajes circulantes de SARS-CoV-2 en 2022

Al analizar todas las secuencias disponibles de SARS-CoV-2 en la base de datos de GISAID de
muestras comprendidas entre febrero 2022 y febrero 2023, el comportamiento de la distribucion y
abundancia de los linajes circulantes parece tener un distintivo regional, probablemente provocado por
las particularidades en las actividades de relevancia epidemiologica para SARS-CoV-2 de cada region,
como por ejemplo el indice de vacunacion, el tipo de vacuna, la administracion de medidas de
contingencia y las caracteristicas inmunoldgicas de su poblacion. La comparacion del recambio en la
diversidad de linajes en Guatemala parece ser mucho mas dindmica y acelerada que el comportamiento
de las secuencias analizadas a nivel mundial, y cuando se compar6 con Estados Unidos y México, sin
embargo, este efecto podria ser provocado por las diferencias en los esfuerzos de muestreo, el cual ha
sido mucho menor en Guatemala. Respecto a la comparacién con México y Estados Unidos, el primero
mucho mas cercano geograficamente, se observéd una similitud mayor del comportamiento presentado

en Estados Unidos, el segundo pais del que se registran mas ingresos a Guatemala (INGUAT, 2023).
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Un fenémeno relevante que se observo a partir de este analisis fue el abrupto aumento del sublinaje

XBB.1 en Guatemala y Estados Unidos a partir de noviembre de 2022.
XBB.I la variante predominante en el pais de noviembre 2022 a febrero 2023

El primer registro de secuencia de la variante XBB.1en pais es del 11 de octubre de 2023 en la Ciudad
de Quetzaltenango y fue por primera vez detectada en la Ciudad de Guatemala el 3 de noviembre de
2022, dentro de nuestro muestreo que incluyd muestras de pacientes de febrero a noviembre de 2022
se encontraron dos secuencias de esta variante el 8 y el 23 de noviembre, en el desarrollo del analisis
filogenético en la herramienta Microreact (Figura 5) en el cual se conservo la longitud de las ramas,
se observa como estas secuencias, resaltadas en el recuadro rojo, se separan en la filogenia de las
muestras de otros sublinajes que circulaban en ese momento, debido a que se trata de un sublinaje de
la variante recombinante XBB, que proviene de la recombinacion de los sublinajes BJ.1 y
BM.1.1.1(Arora et al., 2023), las variantes recombinantes se generan a partir de un proceso de
recombinacion entre variantes presentes en procesos de coinfeccion y por ello se generan novedades

evolutivas que se separan de los clados que originaron las variantes que fueron recombinadas.

XBB fue detectada por primera vez en India en enero del 2022, y durante el transcurso del afio solo
fue predominante en paises de Asia y el Reino Unido (Arora et al., 2023, Rambault et al 2023). De
acuerdo con los Ultimos informes de secuenciacion del LNS esta variante empez6 a aumentar su
frecuencia desde finales de noviembre hasta la fecha, representando el 87.03 de las variantes
detectadas en Guatemala de acuerdo con su informe de secuenciacion 34 emitido el 16 de enero de

2023 (LNS, 2023).

El aumento de la frecuencia ha sido tal que actualmente ocupa junto a Malasia el cuarto lugar de
presencia de secuencias de la variante, solamente después de Estados Unidos, Indonesia y el Reino
Unido, aun cuando la proporcion de secuencias disponibles para Guatemala es mucho menor que para
las otras tres regiones, cuyos tamafios poblacionales son mucho mayores. Los pacientes que
presentaron ambas variantes dentro de nuestro analisis de 73 secuencias, desarrollaron sintomas leves,
lo cual coincide con los metadatos reportados por el Laboratorio Nacional de salud que corresponden
con 1024 secuencias cuyos pacientes sobrevivieron a la infeccion hasta el momento de la toma de
datos, y también coincide con la informacion de dismnucion de decesos en el pais, de noviembre a

febrero 18 se registraron 151 fallecimientos, lo que corresponde con una tasa de mortalidad de 0.9%

44



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccidn General de Investigacion —DIGI-

y una letalidad del 0.2% (MSPAS, 2023). Ademas respecto al acelerado aumento de esta variante en
el pais es importante resaltar qué México cuya cercania geografica a EEUU es mayor que Guatemala
y cuya vigilancia gendémica también es mayor que en Guatemala, solo ha reportado 56 muestras para
dicha variante de acuerdo con la informacién del sitio Cov-Lineages.org, sin embargo de acuerdo con
el boletin de estadisticas de turismo del segundo semestre de 2022 del Instituto Guatemalteco de
Turismo -INGUAT-, el segundo pais con mayores visitantes a Guatemala, proviene de EEUU,
solamente superado por El Salvador, lo que podria explicar en parte la similitud en el comportamiento

de esta variante en Guatemala y EEUU (INGUAT, 2023).
Importancia Epidemiologica de XBB.1

Como se mencion6 anteriormente XBB.1 es un sublinaje de la variante recombinante XBB cuyo punto
de corte se localiza en el gen que codifica para la proteina S o proteina de espiga, la cual media el
ingreso del virus a la célula del huésped y es ademas el blanco de los anticuerpos neutralizantes (Arora

et al., 2023).

En un estudio recientemente publicado por Arora y colaboradores, se desarroll6 una evaluacion inicial
de la capacidad de XBB.1 para ingresar a las células huésped y su capacidad para evadir la
neutralizacion mediada por anticuerpos, entre sus principales hallazgo reportaron que las particulas
que portaban la proteina de espiga XBB.l mostraron una eficiencia de entrada celular
significativamente reducida en comparacion con BA.5 para todas las lineas celulares analizadas
(reduccion de 1.7-3.9 veces), sin embargo los resultados en comparacion con el linaje B.1 fueron
variables, para la linea celular Calu-3 se encontr6 una eficiencia de ingreso de XBB.1 reducida (3-4
veces), en la evaluacion en las lineas celulares 293T los resultados fueron similares para ambos linajes,
mientras que la eficiencia de ingreso de XBB.1 para la linea celular Vero fue mayor (1.3—1.4 veces)

(Arora, et al., 2023).

Respecto a la evaluacion de la capacidad de XBB.1 para evadir la neutralizacion sus datos sugieren
que exhibe una capacidad extraordinariamente fuerte para la evasion de anticuerpos, similar a BQ.1y
BQ.1.1;9 dos sublinajes de omicron altamente resistentes a la neutralizacion que estan aumentando
actualmente en incidencia en varios paises del mundo (Arora et al., 2023). Aunque debido a lo reciente
del aumento de la frecuencia de XBB.1 son necesarios mas estudios que evaluen estas capacidades,

estos hallazgos refuerzan la relevancia de continuar con el proceso de vigilancia gendmica en el pais,
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sobre todo considerando que somos uno de los paises con menores indices de esquemas completos y

parciales de vacunacion.
El Panorama en Guatemala

Aunque como se menciond en las secciones anteriores, en este momento el pais presenta una
disminucion en el registro de decesos causados por COVID-19, probablemente asociado a la baja
eficiencia de entrada celular de la cepa que actualmente predomina en el pais XBB.1, sabemos que
durante estos 3 afios de pandemia, el virus ha tenido un proceso evolutivo acelerado y la dindmica
regional ha sido relativamente impredecible, no sabemos el comportamiento que nuevas variantes que
ingresen al pais tendran un comportamiento distinto. Por lo tanto, la vigilancia genémica contintia
siendo un proceso necesario, si bien la generacion de reportes de circulacion de variantes ha aumentado
en periodicidad y ntimero, la efectividad de la vigilancia también depende el andlisis de la evolucion

del virus y de la incidencia de la informacion generada en la administracion de salud.

11 Conclusiones

Es necesario continuar fortaleciendo alianzas entre los diferentes elementos que comprenden el
Sistema de Salud Nacional y la Academia para lograr que la secuenciacion gendmica de patdogenos de
importancia médica sea efectiva y que los hallazgos producto de la investigacion cientifica puedan

llegar a tomadores de decision locales.

Dentro del fortalecimiento de alianzas también es importante la capacitacion constante de las entidades
que realizan el diagndstico molecular de patégenos de importancia como SARS-CoV-2, ya que estas
debilidades se pusieron de manifiesto en el incumplimiento de los protocolos de traslado de muestras,

lo que perjudico el disefio de muestreo temporal en este estudio.

La Dindmica de recambio y abundancia de linajes circulantes en el pais durante estos casi tres afios de
pandemia ha mostrado un patrén exclusivo para la region, pero influenciado por algunos procesos

globales de evolucion del virus.

En las muestras secuenciadas en este estudio a lo largo de 2022 en pacientes que visitaron el Instituto

Guatemalteco de Seguridad Social, se encontrén una gran diversidad de linajes y sublinajes circulantes

46



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccidn General de Investigacion —DIGI-

de acuerdo con la clasificacion de Pango, sin embargo, todos son pertenecientes al clado de Omicron

de acuerdo con la clasificacion de la WHO.

9 pacientes incluidos en este estudio, lo que corresponde con el 12% de los pacientes analizados
fallecieron o presentaron un desarrollo severo para la enfermedad, todos estos pacientes presentaron

linajes o sublinajes de B.A. y B.Q,

A partir de noviembre de 2022 se encontrd un aumento abrupto y atipico de la region de la variante
XBBI, colocandonos como el 5 lugar en abundancia de esta variante a nivel mundial, después de

Estados Unidos, Indonesia, El Reino Unido y Malasia.

Actualmente la variante de mayor predominancia en el pais es la XBB1, con una frecuencia mayor al

80%.

Los dos pacientes que presentaron la variante XBB.1 en nuestro estudio tuvieron un desarrollo leve
de la enfermedad y cuando se consultaron los metadatos de todas las secuencias disponibles en la base

de datos de GISAID para XBB.1 en Guatemala, reportaron un estado del paciente vivo.

El andlisis de la diversidad nucleotidica no present6é ninglin efecto importante en el fenotipo de las
secuencias analizadas, puesto que la frecuencia y abundancia de sustituciones nucleotidicas,
inserciones, deleciones y cambios en los marcos de lectura fueron minimos, ademas no se encontré
ninguna mutacion de relevancia ni en la proteina S, ni en las regiones blanco de los grupos de

cebadores de los tres métodos de diagnostico molecular mas utilizados en el pais.
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14 Aspectos éticos
El proyecto fue sometido a evaluacion por el Comité de Bioética en Investigacion en Salud,
COBIINSA USAC de la Universidad de San Carlos de Guatemala y el Comité de ética del Instituto

Guatemalteco de Seguridad Social, ambos avales se presentan a continuacion:
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Aval Bioético Comité de Bioética en Investigacién en Salud, COBIINSA USAC

Ref. adcobiusac 003-2022
Guatemala 16 de marzo de 2022

MSc. Elizabeth Solérzano
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Universidad de San Carlos de Guatemala

Me complace comunicarle que luego de haber revisado las respuestas a los cuestionamientos y
observaciones que realizé el Comité a su protocolo en la primera revision, el cual lleva por titulo:” SARS-
CoV2: Metaandlisis genético, evolutivo y epidemiolégico durante dos afios de la pandemia de COVID-
19 en Guatemala”

Luego de haber revisado las correcciones enviadas por su persona, se otorga el Aval Bioético
correspondiente por haber completado los requerimientos solicitados.

El Comité se reserva el derecho de supervisar, en cualquier momento, que se hayan cumplido todos los
requerimientos solicitados, y considerando la emergencia sanitaria que estamos viviendo por la pandemia
COVID 189, si hubiera alguna modificacién en su trabajo de campo, le solicitamos indicarlo al Comité para
aprobar cualquier cambio que tuviera que realizar a la direccién de correo: adcobiusac2016@gmail.com

Por el Comité de Bioética en Investigacion en Salud

Atentamente,

ID Y ENSENAD A TODOS

X o X

Vo.Bo. Lic. Daniel Josué L Herndndez
Coordinador.

Comité de Bioética en Investigacién en Salud.
USAC.
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15 Vinculacion

Este proyecto se realizdo como una colaboracion con el Instituto Guatemalteco de Seguridad Social y
el Instituto de Investigaciones Quimicas, Bioldgicas, Biomédicas y Biofisicas de la Universidad
Mariano Gélvez, que inici6 desde el segundo semestre del afio 2021.

Durante dicha colaboracion el IGSS cubrid los gastos de la primera fase de analisis de las 30 muestras
para secuenciacion (toma de muestra, extraccion de ARN, diagnostico por PCR vy traslados), ademas
su equipo de investigadores fue el encargado de la toma de datos y administracion de los datos
epidemioldgicos.

La universidad Mariano Gélvez desarrolld el proceso de secuenciacion gendmica en sus equipos de
secuenciacion y periféricos, contribuyd ademas con parte de los reactivos para secuenciacion, y su
equipo de investigadoras expertas en secuenciacion gendomica, como parte del aporte de la UMG.
Los investigadores de los tres equipos CUNZAC, IGSS e [12QB3, realizaron contribuciones en la fase

analitica.

16 Estrategia de difusion, divulgacion y proteccion intelectual
Se elaboraron un poster y una presentacion, las cuales seran colocadas en la pagina del Instituto de

Investigaciones de CUNZAC.

17 Aporte de la propuesta de investigacion a los ODS

Este proyecto contribuye de forma directa al alcance del Objetivo de Desarrollo Sostenible No3, Salud
y Bienestar, al generar informacion de relevancia para el manejo de la pandemia por COVID-19, uno
de los principales problemas de salud que actualmente aquejan a Guatemala.

Este proyecto contribuye a la vigilancia gendmica activa de SARS-CoV-2 en Guatemala y a la
vinculacion de la vigilancia gendmica con la investigacion genética y evolutiva.

Este proyecto muestra una vez mas que en Guatemala existen las capacidades locales para desarrollar
el proceso de secuenciacion y que es posible implementar procesos de vigilancia gendmica en el pais.
Ademas, se incidi6 en la capacidad analitica lo cual favorece la deteccion temprana de las variantes
de importancia, de forma que puedan implementarse de inmediato medidas de contencion, en lugar de

que las cepas de importancia sean detectadas meses después de que fueron introducidas al pais, como
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ocurrio a inicios del afio pasado cuando el proceso de secuenciacion quedoé casi de forma exclusiva en
manos del LNS.

Ademas, desarrollamos a través de analisis bioinformaticos secundarios de las secuencias generadas
por este estudio, por el LNS, ONGs, y laboratorios de referencia internacional, informacion de la
evolucion y diversidad del virus a nivel local. Esto tiene implicaciones epidemiologicas, mas alla de
la simple clasificacion de cepas, ya que se pueden hacer relaciones con las medidas de control
establecidas en el pais, con la eficacia de las pruebas de diagndstico molecular y vacunas, con vistas a
generar herramientas para los administradores de salud que les permitan comprender el alcance y el
impacto de las medidas de contencién, como el retraso en la administracion de vacunas, y en la

evolucion de la enfermedad en el pais.
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18 Orden de pago final

Categoria Registro de Procede pago
Nombres y apellidos (investigador personal de mes Firma
/auxiliar) (Si / No)
Carmen Lucia Yurrita Obiols Investigadora 970104 Si }L/Z'
e
Fredy Manolo Pereira Castillo Auxiliar Il 20210468 Si

19 Declaracion de Coordinadora del proyecto de investigacion

La Coordinadora de proyecto de investigacion con base en el Reglamento para el desarrollo de los
proyectos de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion, articulos 13 y 20, deja
constancia que el personal contratado para el proyecto de investigacién que coordina ha cumplido a
satisfaccion con la entrega de informes individuales por lo que es procedente hacer efectivo el pago
correspondiente.

M.Sc. Elizabeth Solorzano Ortiz

Nombre de coordinadora del proyecto de investigacion Firma
Fecha: 28/02/2023
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20 Aval del Coordinador de investigacion del centro regional universitario

De conformidad con el articulo 13 y 19 del Reglamento para el desarrollo de los proyectos de
investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion otorgo el aval al presente informe
mensual de las actividades realizadas en el proyecto “SARS-CoV 2-: Metaanalisis genético, evolutivo
y epidemiologico durante dos anos de la pandemia de COVID-19 en Guatemala” en mi calidad de
Coordinador de investigacion del Centro Universitario de Zacapa, mismo que ha sido revisado y
cumple su ejecucion de acuerdo a lo planificado.

Dr. Manuel Barrios 1zas
Vo.Bo. Coordinador Instituto de Investigacion
CUNZAC Firma

Fecha: 28/02/2023
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21 Visado de la Direccion General de Investigacion

Dra. Hilda Elena Valencia de Abril, Ph. D. v
Vo.Bo. Coordinadora del Programa Universitario de
Investigacion Firma
Fecha: 28/02/2023

Ing. Agr. MARN Julio Rufino Salazar
Vo.Bo. Coordinador General de Programas
Universitarios de Investigacion Firma
Fecha: 28/02/2023

56



