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A finales de abril del 2020 por primera vez en Costa Rica, y a pocas semanas de estar circulando en
el pais, el area de gendmica y biologia molecular del Inciensa culmind la secuenciacidn de los
primeros seis genomas completos del nuevo coronavirus SARS-CoV-2 causante de la enfermedad
COVID-19. Los resultados fueron depositados en la plataforma “Global Initiative on Sharing All
Influenza Data” (GISAD), utilizada para compartir este tipo de informacion de manera global,
logrando con esto poner a disposicion de la comunidad cientifica mundial los primeros datos de
Costa Rica. En vista de que el Inciensa es el responsable de la vigilancia epidemioldgica basada en
laboratorio, se continud con la secuenciacién de otros genomas del virus de pacientes de todo el
pais. Asi mismo, la Universidad de Costa Rica (UCR) contribuyd proporcionando 18 genomas
obtenidos de muestras facilitadas por varios hospitales nacionales. Este trabajo presenta el analisis
epidemiolégico y gendmico de 70 genomas virales en Costa Rica. Los casos estudiados
correspondian a pacientes que presentaron la enfermedad COVID-19 entre los meses de marzo y
julio. Se realizé un andlisis descriptivo de las variables epidemioldgicas asociadas a los genomas y
se desarrollé una estrategia de analisis bioinformdatico en cooperacidn con la UCR. Se realizé un
estricto control de calidad para la reconstruccion de los genomas (ensamblaje), se ejecutd la
identificacion de variantes (mutaciones) y se comparo filogenéticamente los genomas obtenidos.

Los linajes virales mas frecuentes fueron: B.1, B.1.5 y B.1.1 respectivamente y los mismos se
distribuyeron de manera homogénea en cuanto al sexo y edad. Los linajes B.1 y B.1.1 presentaron
amplia distribucién en el territorio nacional y B.1.5 se presentd principalmente en las provincias de
San José y Alajuela. Las secuencias gendmicas obtenidas durante las semanas epidemioldgicas 23-
27 formaron un agrupamiento (cluster) evidenciando la transmisidn activa del clado B.1.1 en la
zona norte del pais. Los casos relacionados con defunciones por COVID-19 no generaron un patrén
de asociacion particular por clado. Se detectd que cada genoma poseia entre 4 y 11 mutaciones
comparando con el genoma de referencia Wuhan-Hu-1. La variante D614G de la proteina S
predomind en los genomas estudiados. No se identificaron mutaciones en las regiones de los
genes E y RdARP utilizadas para el diagndstico viral segun el protocolo de Corman et al. Tampoco se
identificaron mutaciones en el dominio de unién al receptor de la espicula viral. Lo anterior resalta
la necesidad de que Inciensa continle con la vigilancia basada en laboratorio de las secuencias
gendmicas de SARS-CoV-2 que circulan en nuestro pais.

Cita sugerida: Duarte-Martinez Francisco'* y Molina-Mora José Arturo?**, Cordero-Laurent Estela?,
Godinez-Rojas Adriana?, Calderén-Osorno Melany?!, Corrales-Aguilar Eugenia?, Brenes-Porras Hebleen?, Soto-
Garita Claudio?, et al. 2020. Andlisis genémico de secuencias del virus SARS-CoV-2 de casos costarricenses.
Instituto Costarricense de Investigacion y Ensefianza en Nutricién y Salud (Inciensa) y Universidad de Costa
Rica (UCR), Costa Rica.

Lnstituto Costarricense de Investigacion y Ensefianza en Nutricidn y Salud (Inciensa), Tres Rios.

2 Centro de Investigacion en Enfermedades Tropicales (CIET) y Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica, San
José.

* fduarte@inciensa.sa.cr** jose.molinamora@ucr.ac.cr,



mailto:fduarte@inciensa.sa.cr
mailto:jose.molinamora@ucr.ac.cr

Introduccion

COVID-19 (COronaVlrus Disease 2019) es una enfermedad infecciosa causada por el virus
SARS-CoV-2, fue descrita por primera vez a finales de diciembre de 2019, en un brote de neumonia
atipica en la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei, China (Yin, 2020). Posee una presentacion
clinica poco especifica asociada al tracto respiratorio, fiebre, diarrea y casos mas graves con
dificultad respiratoria, sepsis y shock séptico (Huang et al., 2020). Para finales de agosto 2020, se
han identificado mas de 23.5 millones de casos alrededor del mundo y 81 000 muertes (OMS, 25
de agosto de 2020, 15:49). Para Costa Rica, mds de 36 000 casos han sido reportados (Ministerio
de Salud, 27 de agosto 2020), incluyendo mas de 380 muertes (el primer caso se reportd el 6
marzo 2020).

El primer genoma completo de SARS-CoV-2 fue publicado el 10 de enero 2020 (Wu et al.,
2020). A finales de abril del 2020 por primera vez en Costa Rica, y a pocas semanas de estar
circulando en el pais, el area de gendmica y biologia molecular del Inciensa culmind la
secuenciacion de los primeros seis genomas del nuevo coronavirus SARS-CoV-2. Los resultados
fueron depositados en la plataforma “Global Initiative on Sharing All Influenza Data” (GISAD),
poniendo a disposicidn de la comunidad cientifica mundial los primeros datos de Costa Rica
(Inciensa & Ministerio de Salud Publica, 2020). El genoma del SARS-CoV-2 estd constituido por una
sola cadena de acido ribonucleico (ARN) de 29 903 bases de longitud. Diversos esquemas de
clasificacidon utilizando marcadores genéticos especificos han sido propuestos para darle
seguimiento a la evolucién del virus en la poblacién humana. El esquema de clasificaciéon por
clados de GISAID y el esquema de clasificacion por linajes (Rambaut et al.,, 2020) han sido
ampliamente utilizados para el monitoreo de la actual pandemia.

Por las particularidades inherentes a las tecnologias de secuenciacién de acidos nucleicos
existe una complejidad de procesamiento de datos que requiere de un abordaje especifico
mediado por andlisis bioinformaticos. Esta situacion imposibilita la aplicacion de un andlisis
universal y estandarizado. Asi, el procesamiento de datos de secuencias de ADN es dependiente
de algoritmos y modelos matematicos de alto rendimiento contemplados en la bioinformatica
(Robasky, Lewis, & Church, 2014; Zhao et al.,, 2016). En este contexto, en colaboracion UCR-
Inciensa: se desarrollé un “Protocolo bioinformatico y de inteligencia artificial para el apoyo de la
vigilancia epidemioldgica basada en laboratorio del virus SARS-COV-2 mediante la identificacion de
patrones gendmicos y clinico-demograficos en Costa Rica”.

La secuenciacion de los genomas de SARS-CoV-2 permite: a) brindar informacién de la
dindmica y la diversidad de la poblacién viral que circula en Costa Rica, asi como la relacion de las
secuencias gendmicas y posibles patrones en las rutas de transmision; b) conocer los clados y
linajes circulantes en el territorio nacional; c) identificar marcadores genéticos relevantes vy
favorecer el seguimiento de posibles cambios estructurales del virus; d) brindar la capacidad de
identificar mutaciones en las regiones gendmicas utilizadas para la deteccion molecular del virus;
e) contextualizar los resultados obtenidos a nivel nacional dentro del desarrollo y evolucién de la
pandemia a nivel global y f) caracterizar los virus causantes de reinfecciones.
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Metodologia

El presente informe contempla el andlisis epidemioldgico y gendmico de 70 secuencias del
virus SARS-CoV-2 de casos de COVID-19 obtenidas entre marzo y julio del afio 2020. Las muestras
fueron recolectadas en dos momentos epidemioldgicos diferentes, entre la semana
epidemioldgica (SE) 10 a la SE 15 y de la SE 23 a la SE 27. Se hizo un andlisis descriptivo de los
resultados de la vigilancia de laboratorio de SARS-CoV-2, incluyendo la informacién clinico-
epidemioldgica de los pacientes obtenida de las boletas de solicitud de analisis que acompafiaban
las muestras. La seleccién de las muestras provenia de pacientes con un ambito de edad que
comprendia desde los cuatro afios hasta los 89 afos. Cuarenta y seis pacientes masculinos y 24 de
pacientes femeninos. Se procurd contar con al menos una muestra proveniente de cada provincia
del territorio nacional y se incluyeron cuatro muestras de defunciones asociadas a COVID-19.

El procesamiento de las muestras en el laboratorio fue realizado por dos grupos de trabajo:

° Inciensa: 52 muestras (CRC-001 a CRC-006 y CRC-025 a CRC-070).
° UCR - Instituto Charité (Berlin): 18 muestras (muestras CRC-007 a CRC-024).

En el Inciensa, la secuenciacion del genoma completo (WGS, whole genome sequencing) se
realizé utilizando la tecnologia de secuenciacion por sintesis en la plataforma MiSeq de la marca
Illumina. Las muestras seleccionadas debian poseer un CT no mayor a 25 para el gen E de SARS-
COV-2 en la prueba de diagnéstico de RT-PCR. Cincuenta y dos muestras referidas por los
laboratorios de la Caja Costarricense del Seguro Social (CCSS), hospitales privados y por la Morgue
Judicial, fueron analizadas utilizando el protocolo recomendado por el Instituto Nacional de Salud
Publica de Chile (Castillo et al., 2020). Dieciocho genomas adicionales que fueron secuenciados en
el Instituto de Virologia del Charité de Berlin en asociacién con el Centro de Investigaciones en
Enfermedades Tropicales (CIET-UCR) y fueron proporcionados para complementar la vigilancia.

Un protocolo biocinformatico y de inteligencia artificial para el apoyo de la vigilancia
epidemioldgica basada en laboratorio fue estandarizado y aplicado en colaboracién con la
Universidad de Costa Rica. La metodologia general implementada a nivel bioinformatico se resume
en la Figura 1. Utilizando los datos de secuenciacidn, para cada caso se procedid a la
reconstruccion del genoma (ensamblaje). Se usé la estrategia de evaluacién con el criterio 3C
(contigliidad, completitud y correctitud) para evaluar la calidad de los genomas ensamblados
(Molina-Mora, Campos-Sanchez, Rodriguez, Shi, & Garcia, 2020). Posteriormente se realizé un
anadlisis comparativo que incluyé el estudio de las regiones ensambladas por variabilidad, el
analisis de llamado de variantes (para identificar mutaciones) y el establecimiento de relaciones
por similitud de secuencia (filogenia). Para esta ultima se utilizéd el criterio de informacién
bayesiano (BIC) y el modelo: HKY+F+l. Todos los protocolos usados a nivel bioinformatico fueron
estandarizados con los procedimientos y datos de trabajo similares para SARS-CoV-2.
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Figura 1. Protocolo bioinformatico para

el analisis de secuencias del virus SARS-CoV-2.

Andlisis bioinformaticos adicionales fueron realizados en Inciensa utilizando el software

BioNumerics v7.6 de Applied Maths con el plugin SARSCoV2 v0.14, para la deteccidon de SNPs y la

extraccién de los productos de PCR para los genes E y RARP de SARS-CoV-2. Todas las secuencias

gendmicas fueron depositadas en la plataforma de la iniciativa GISAID (www.gisaid.org), donde se

catalogaron en clados y linajes (grupos con e

levada similitud genética) segun los esquemas de

clasificacion de GISAID y Pangolin (Rambaut el al., 2020). Ademas, en este repositorio las

secuencias gendémicas quedaron a disposicién d

e la comunidad cientifica nacional e internacional.
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Resultados y discusion
Descripcion epidemioldgica

Para el periodo del estudio (de la SE 10 a 15 y de la SE 23 a 27) se identificaron cuatro
clados (grupos gendmicos) principales utilizando el esquema de clasificacion GISAD. En orden de
frecuencia los clados fueron G (37/70), GH (16/70), GR (14/70) y S (2/70). Para uno de los genomas
no fue posible la asignacion del clado correspondiente (Figura 2). Desde fechas tempranas de la
pandemia (SE 10 a SE 12) fue posible documentar la introduccién de los cuatro clados antes
mencionados.

Figura 2. Distribucion de frecuencia de los cados GISAID
identificados para los genomas de SARS-CoV-2 de Costa Rica
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Es importante resaltar que el esquema de clasificacién por linaje (clasificacién Pangolin)
suele utilizarse con mayor frecuencia ya que presenta un mayor poder de resolucidn que los
clados de GISAID. Por lo anterior se describird el comportamiento epidemioldgico del SARS-CoV-2
utilizando la clasificacidn por linaje. A continuacion, se presenta la distribucion de frecuencias por
linajes para el periodo de estudio (Figura 3).

Figura 3. Linajes de SARS-CoV-2 identificados en Costa
Rica, marzo - julio 2020
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Se identificaron 7 linajes diferentes y a uno de los genomas estudiados no fue posible
asignarle el linaje correspondiente.

Entre la SE 10 y la SE 15 se identificaron seis linajes, siendo B.1 y B. 1.5. los mas frecuentes

(Figura 4).

Figura 4. Linajes de SARS-CoV-2 circulantes de la semana epidemioldgica
10 a 15, Costa Rica, 2020.
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La diversidad antes expuesta podria explicarse principalmente debido a la introduccién de
los mismos por personas con antecedente de viaje a diversas regiones del mundo. En la Figura 5 se
pueden observar los linajes asociados a casos de COVID-19 con antecedente de viaje. Los paises
visitados por los pacientes incluian E.E.U.U, México, Puerto Rico, Argentina, Peru Colombia,
Espafia y Francia.

Figura 5. Linajes de SARS-CoV-2 identificados en pacientes con
antecedente de viaje al exterior
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Entre la SE 24 y la SE 27 la diversidad de linajes fue mas reducida y solo se detectaron B.1,
B.1.1 y B.1.5 (Figura 6), sugiriendo que estos fueron los que lograron diseminarse entre la
poblacién para ese periodo de tiempo.

Figura 6. Linajes de SARS-CoV-2 circulantes de la semana epidemioldgica
24 a 27, Costa Rica 2020
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Para las muestras con informacidn de provincia de residencia disponible, la distribucidn
geografica de los linajes de SARS-CoV-2 puede observase en la figura 7.

Figura 7. Distribucién de linajes de SARS-CoV-2 por provincia
N: 65
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Linajes SARS-CoV-2

Los linajes B.1 y B.1.1 se documentaron a lo largo territorio nacional. Los mismos fueron
identificados en siete y cinco provincias respectivamente. El linaje B.1.5 se encontré en muestras
provenientes de San José y Alajuela principalmente. La provincia de San José, al contar con mayor
representacion en la muestra mostrd la diversidad de linajes mas elevada.
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Linajes de SARS-CoV-2
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En el caso particular de la zona norte del pais, se analizaron siete muestras (CRC-053, 54,
55, 56, 61, 65, 66) referidas por las A.S. de La Fortuna, Los Chiles y La Cruz, derivadas del proceso
de tamizaje comunitario en Pefias Blancas y en Tablillas durante las SE 24 a SE 26. Todos los
genomas analizados pertenecieron al linaje B.1.1 indicando que son genéticamente similares y que
probablemente se encuentran relacionadas al mismo evento de transmisidn (Figura 13).

En el estudio de los linajes por grupo etario se observd una distribucion homogénea en
toda la muestra. Sin embargo, cabe recordar que se trata de una muestra dirigida que no
necesariamente representa a la poblacidon general. Se debe recalcar que para esta ocasidn se

cuenta con pocas muestras de pacientes menores de edad y este aspecto debe profundizarse en
un futuro (Figura 8)

Figura 8. Distribucién de linajes de SARS-CoV-2 por grupo etario en Costa Rica,
marzo-junio 2020
N: 70

Grupo etario en afios

Al analizar los linajes de SARS-CoV-2 por sexo se observd una distribucion similar entre
hombres y mujeres, prevaleciendo para ambos grupos los linajes B.1, B.1.5 y B.1.1 (Figura 9).

Con respecto a las cuatro defunciones asociadas a COVID-19 incluidas en este estudio se
determind que dos de ellas pertenecia al clado G y las otras dos a los clados GH y GR o a los linajes
B.1y B.1.1 (Figura 13). Un andlisis mas detallado de las caracteristicas moleculares (mutaciones y
filogenia) de los genomas caracterizados pueden encontrarse en el apartado de “Analisis
bioinformatico y gendmico de las secuencias de SARS-CoV-2.”
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Figura 9. Distribucién de linajes de SARS-CoV-2 por sexo
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Analisis bioinformatico y gendmico de las secuencias de SARS-CoV-2

Tres grandes apartados fueron abordados para el analisis bioinformatico y gendmico de las
secuencias de SARS-CoV-2: control de calidad, analisis de variantes y relaciones filogenéticas de los
genomas. Primero, la estrategia incluyd un estricto control de calidad de datos durante la
reconstruccion y evaluacién de la secuencia del genoma (ensamblaje), evidenciando un
ensamblaje completo para la gran mayoria de casos (métrica llamada completitud, Figura 10).
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Figura 10. Evaluacidon de la completitud de genomas de SARS-CoV-2 de Costa Rica.

En algunos casos se presentaron problemas de ensamblaje en ciertas regiones gendmicas
especificas. En la Figura 2 los espacios en blanco en las muestras de CRV-0008 a CRV-0012
representaron regiones del genoma que no se pudieron obtener. Sin embargo, esos vacios no
lograron comprometer los resultados. Para estos casos se pudo verificar que las regiones bien
ensambladas lograron una resoluciéon comparable a los genomas completamente construidos. En
general se logré reconstruir la arquitectura completa del virus para la mayoria de casos (Figura
11).
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Figura 11. Arquitectura gendmica del SARS-CoV-2

En segunda instancia se llevd a cabo el analisis de variantes. Se detecté que cada genoma
estudiado poseia entre 4 y 11 mutaciones al ser comparado con el genoma de referencia Wuhan-
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hu-1, evidenciando una elevada similitud entre ellos. Estos resultados son consistentes con el
corto periodo de tiempo transcurrido desde la introduccién del virus en la poblacién humana. El
ejemplo para el caso CRC-007 se muestra en la Tabla 1, donde se visualizan las 7 variantes
identificadas y su ubicacién el genoma.

Tabla 1. Ejemplo del analisis de variantes para el caso CRC-007

CHROM POS TYPE REF ALT EVIDENCE FTYPE STRAND NT_POS AA_POS EFFECT LOCUS_TAG GENE PRODUCT
intergenic_region
NC_045512 241 snp  C T T:18C:0 5'UTR +
n.241C>T
. synonymous_variant
NC_ 045512 3037 snp C T  T:20C:0  mat_peptide + 2772/21290  924/7095 GU280 gp01  ORFlab nsp3

€.2772C>T p.Phe924Phe
. synonymous_variant

NC 045512 8365 snp T C  C20T:0 mat_peptide + 8100/21290 2700/7095 GU280_gp01  ORFlab nsp3
€.8100T>C p.Asn2700Asn

missense_variant

NC_045512 8492 snp A G G:20 A:0  mat_peptide + 8227/21290 2743/7095 GU280_gp01  ORFlab nsp3
¢.8227A>G p.Thr2743Ala
. RNA-
. synonymous_variant
NC_045512 14408 snp C T T:20C:0  mat_peptide + 14143/21290 4715/7095 GU280_gp01 ORFlab  dependent RNA
¢.14143C>T p.Leud715Leu
polymerase
missense_variant surface
NC 045512 23403 snp A G G:20 A:0 CDs + 1841/3822 614/1273 - GU280_gp02 S .
c.1841A>G p.Asp614Gly glycoprotein

missense_variant

NC_045512 26143 snp G A A:20G:0 CDS + 751/828 251/275
- ¢.751G>A p.Gly251Ser

GU280_gp03 ORF3a ORF3a protein

Variantes gendmicas relevantes reportadas en la literatura como la mutacidon Asp614Gly
(D614G) de la espicula viral (Korber et al., 2020) son predominantes en los casos de Costa Rica
(97% de los genomas), siendo este un patrdon similar al resto del mundo (ver Tabla 1, Figura 12 y
Figura 13). La variante en el ORF8 Leu84Ser (L84S) sugerida como marcador para identificar dos
linajes Ly S (Tang et al., 2020) fue encontrada solamente en dos genomas (CRC-003 y CRC-049), lo
cual es consistente con la distribucién reportada en otras latitudes.

Ninguna de las variantes identificadas en este estudio se localizé en las regiones de unidn
de “primers” y sondas de los genes E y RARP, que se usan en el ensayo de RT-PCR para la deteccién
viral de acuerdo al protocolo del Hospital Universitario Charité (Corman et al., 2020), a partir de
muestras clinicas (dato no mostrado).

Por otra parte, se pudo evidenciar que para las secuencias costarricenses depositadas en
GISAID no se documentaron las variantes estructurales (Spike_N439K, T481l, V483A, E484E ni
G476S) en el dominio de unidn al receptor (RBD) de la proteina de la espicula viral. Lo anterior
sugiere que no se han presentado cambios en la porcidn de la espicula viral que media la
interaccion virus-receptor al momento de la interaccién patégeno — célula blanco.

Las variantes identificadas también se utilizaron para comparar filogenéticamente todos
los genomas obtenidos. Esta comparacién evidencid una clara separacién de acuerdo al clado o
linaje (grupo) al que pertenecen (Figura 13). Como se menciond con anterioridad los clados o
linajes presentaron amplia distribucién geografica a lo largo del territorio nacional. Algunos grupos
parecen estar enriquecidos por tiempo (semana epidemioldgica): las secuencias de las SE 23-27
forman un grupo que se diferencia de las SE 10-15. Ese grupo claramente diferenciado incluye las
muestras derivadas del tamizaje comunitario de la Zona Norte (Pefas Blancas y Tablillas) y los
datos filogenéticos confirman la transmisién activa del linaje B.1.1 en la zona. Este es un patrén
gue requiere ser vigilado constantemente para conocer la evolucidn de los linajes y determinar la
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introducciéon o aparicion de un nuevo clado o linaje, o la dispersion y predominancia de alguno de
estos en la poblacidn.

Como se observa en la Figura 13 solamente dos muestras CRC-003 y CRC-049 se separaron
completamente del grupo de genomas, teniendo un perfil especifico en el clado S, con versiones
de S-614 y ORF8-84 que contrastan con el resto de muestras. Ademas, se observé que los casos de
pacientes fallecidos estaban distribuidos indistintamente en los clados identificados, es decir, que
no existe en la muestra estudiada un clado al que se le pueda asociar con una menor o mayor
mortalidad. Lo anterior es consistente con que a la fecha no existe evidencia contundente que
asocie la presentacién clinica de la COVID-19 con las diferencias moleculares de los distintos clados
descritos a nivel global (Mercatelli D & Giorgi FM; 2020).

La comparacion con genomas de otras latitudes también fue capaz de separar los grupos
de acuerdo al clado (Figura 14). Debido a que los analisis filogenéticos dependen de las secuencias
usadas y disponibles en las bases de datos, y teniendo en cuenta que el virus presenta una tasa de
mutacion baja (Mercatelli D & Giorgi FM; 2020), no debe interpretarse que la aparicion de un caso
de Costa Rica al lado de un genoma de otro pais explique su origen. Por ejemplo, si un caso de
Costa Rica y un caso de Espafia estan contiguos en el arbol filogenético, no podemos asegurar que
el caso de Costa Rica fue por un contacto de Espafia. Si se agregan mas genomas al arbol su forma
puede cambiar y podria ser que por ejemplo ese mismo caso de Costa Rica se agrupe en el nuevo
arbol con un genoma de Asia. Es debido a lo anterior que la interpretacién de la filogenia siempre
debe llevarse a cabo a la luz de la informacién epidemiolégica, datos como el nexo epidemiolégico
(contactos), antecedente de viajes, fecha de inicio de sintomas, etc., son fundamentales para la
contextualizacién de los resultados.

Para la interpretacién de los resultados es importante tener en consideracién que no
todos los paises estdn realizando de manera sistematica la secuenciacidén y carga de genomas de
SARS-CoV-2 a las bases de datos internacionales, por lo que las mismas presentan un sesgo
inherente en cuanto a su representatividad. Por otra parte, cabe recordar que los 70 genomas
aqui analizados responden a una seleccién dirigida de muestras (ya sea por la disponibilidad del
material biolégico para analizar o por importancia epidemioldgica de la muestra) y por
consiguiente incluye también un sesgo muestral.
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Figura 12. Distribucidn de secuencias de SARS-CoV-2 de Costa Rica dentro del contexto global. El color del grupo se define por el aminodacido en
la posicion 614 de la secuencia de aminoacidos de la espicula o proteina S: verde para acido aspartico (Asp o D) y amarillo para glicina (Gly o G).
Fuente: base de datos GISAID (https://www.nextstain.org/).
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Figura 13. Relaciones filogenéticas de 70 secuencias de SARS-CoV-2 en casos de Costa Rica. Se
identifican los clados dados por GISAID, el linaje Pangolin, la variante en la posicion 614 de la
proteina S, variante en la posicion 84 de ORF8, semana epidemioldgica, y localidad por provincia 'y
cantén. Las defunciones se resaltaron con un cuadro negro.
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Figura 14. Relaciones filogenéticas de 70 secuencias de SARS-CoV-2 en casos de Costa Rica y otras
34 secuencias del mundo. Se identifican los clados o agrupaciones dadas por la clasificacién de
GISAID y la zona geografica.
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Conclusiones

El analisis de 70 genomas de SARS-CoV-2 en Costa Rica entre marzo y julio 2020 mostré
gue los linajes mas frecuentemente identificados fueron: B.1, B.1.5 y B.1.1 respectivamente. Los
mismos se distribuyeron de manera homogénea en cuanto al sexo y edad de los casos estudiados.
Ademas, los linajes B.1y B.1.1 presentaron amplia distribucién en el territorio nacional y B.1.5 se
presenté principalmente en las provincias de San José y Alajuela. De forma interesante, las
secuencias de muestras en las semanas epidemioldgicas 23-27 forman un agrupamiento (cluster),
creando una posible asociacion temporal en la cual se evidencié la transmisién activa del clado
B.1.1 en la zona norte del pais. Por otra parte, los casos asociados a defunciones no generaron un
patrén particular por clado. Al estudiar las variantes gendmicas (mutaciones) identificadas se
reveld un patrén similar a lo reportado alrededor del mundo, incluyendo la distribucion de casos
con variantes en la posicion D614G de la proteina S y la L84S del ORF8. No se identificaron
mutaciones en las regiones de los genes E y RdRP utilizados para el diagndstico viral segun el
protocolo de Corman et al.,, y tampoco se identificaron mutaciones en el dominio de unién al
receptor de la espicula viral. Lo anterior resalta la necesidad de que Inciensa continte con la
vigilancia basada en laboratorio de las secuencias gendmicas que circulan en nuestro pais, para
darle seguimiento a sus relaciones evolutivas.

Consideraciones importantes y limitaciones del estudio

Los analisis filogenéticos dependen de las secuencias utilizadas y disponibles en las bases
de datos nacionales. No todos los paises estdn realizando de manera sistematica la secuenciacion
y carga de genomas de SARS-CoV-2 a las bases de datos internacionales, por lo que las mismas
presentan un sesgo inherente en cuanto a su representatividad.

La interpretacion de la filogenia siempre debe llevarse a cabo a la luz de la informacidn
epidemioldgica, datos como lo es el nexo epidemioldgico (contactos), antecedente de viajes, fecha
de inicio de sintomas, etc., son fundamentales para la contextualizacidn de los resultados.

Los 70 genomas aqui analizados responden a una seleccién dirigida de muestras (ya sea
por la disponibilidad del material bioldgico para analizar o por importancia epidemioldgica de la
muestra) y por consiguiente incluye también un sesgo muestral.

Se evidenciaron deficiencias en el llenado y calidad de la informacién epidemioldgica
recolectada en las boletas de solicitud de analisis que acompafian las muestras referidas al
Inciensa. Se debe hacer hincapié en mejorar este proceso ya que resulta primordial para garantizar
la calidad de la informacidn necesaria para el proceso de vigilancia epidemioldgica.
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