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RESUMEN

Durante la pandemia, la biologia molecular tom6 auge con la incorporacién de técnicas de
secuenciacion genémica, mediante secuenciacion de nueva generacion. Esta secuenciacion
completa del genoma del virus, tuvo un impacto directo en la respuesta de la salud publica
en la pandemia. En este trabajo se presenta la importancia de la aplicacion de la biologia
molecular en la secuenciacion del genoma viral del SARS-CoV-2, en El Salvador
describiendose como se realizé dicho proceso con muestras de pacientes salvadorefios, con

el objetivo de obtener resultados de forma mas rapida y conocer el curso de la enfermedad.
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ABSTRACT
During the pandemic, molecular biology took off with the incorporation of genomic
sequencing techniques through new generation sequencing, which had a direct impact on the
public health response to the pandemic. This work presents the importance of the application
of molecular biology in the sequencing of the viral genome of SARS - CoV-2 in El Salvador,
describing how this process was carried out with samples from Salvadoran patients, in order

to obtain results more quickly and to know the course of the disease.
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INTRODUCCION

En diciembre de 2019 surgid el nuevo virus SARS-CoV-2 en la ciudad de Wuhan (11
millones de habitantes), situada en la provincia de Hubei (China central), que al parecer
comenz0 a propagarse a partir de algn producto comercializado desde el mercado de Huanan
de pescado y marisco (Huanan Seafood Wholesale Market) donde ademas se vendian
animales vivos. Debido al importante nimero de casos de neumonia que se diagnosticaron,
a finales del mes de diciembre, se notifico el brote a la OMS. El SARS- CoV-2 es un virus
que se ha clasificado dentro del género betacoronavirus (subgenero sarbecovirus),
perteneciente a la familia Coronaviridae. Se trata de un virus encapsulado con acido
ribonucleico o ARN de cadena sencilla en sentido positivo, cuyo genoma consta de 30 kb
aproximadamente. EI SARS-CoV-2, al igual que el resto de los virus ARN, sufre cambios
constantes en su genoma durante la replicacion a través de mutaciones, es por eso que la
secuenciacion gendmica del SARS-CoV-2 ha sido una herramienta fundamental en la lucha
contra esta enfermedad (Salud, 2021) . EI COVID-19, causado por el virus SARS-CoV-2,
se ha convertido en una pandemia global, y entender su genoma considero que es de mucha
importancia ya que ha sido crucial para comprender su origen, su propagacion y para

desarrollar estrategias efectivas de diagnostico, tratamiento y prevencion.

La secuenciacion gendmica es el proceso de determinar la secuencia exacta de nucleotidos
en el ADN de un organismo. En el caso del SARS-CoV-2, se trata de un virus de ARN, por
lo que se secuencia su genoma de ARN. Esta técnica permite identificar las mutaciones y
variaciones genéticas del virus, lo que resulta fundamental para rastrear su evolucién y
propagacion. La secuenciacion genémica del SARS- CoV-2 se ha llevado a cabo a gran
escala en todo el mundo. Los cientificos han secuenciado miles de genomas del virus,
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compartiendo la informacion en bases de datos publicas para su analisis y estudio
colaborativo. Gracias a esta colaboracion global, se ha logrado obtener una imagen detallada
de las diferentes variantes del virus que han surgido en distintas regiones geograficas y en
distintos momentos, lo que resalta la importancia de la secuenciacién genémica para

monitorear y controlar la propagacion del virus (111, 2020).

Al conocer la secuencia gendmica del virus, se pueden identificar los fragmentos especificos
del virus que pueden ser utilizados como objetivos para las pruebas de deteccion o para el

desarrollo de vacunas.

Por tales motivos, la secuenciacién gendémica del SARS-CoV-2 ha sido una herramienta
esencial para comprender la biologia y la evolucion del virus, identificar variantes de
preocupacion y desarrollar estrategias eficaces de diagndstico, tratamiento y prevencion. La
colaboracidn global en la secuenciacién genémica ha permitido un avance rapido en nuestro
conocimiento sobre el virus y ha sido clave en la respuesta global a esta pandemia. En razon
de esto, la secuenciacion gendmica ha sido de gran importancia para el desarrollo de pruebas

de diagndstico mas precisas y sensibles, asi como para el disefio de vacunas eficaces.

Por tanto, el objetivo que se persigue, es presentar cdmo el equipo de la facultad de medicina
de la Universidad de El Salvador, en conjunto con el Instituto Nacional de Salud de El
Salvador, realizaron la secuenciacion del SARS-CoV-2 a partir de muestras respiratorias de
pacientes locales, con la infeccién causada por el SARS-CoV-2, utilizando un tipo de
secuenciacion masiva, ayudando a obtener resultados de forma mas rapida y asi poder tener
una pronta respuesta, ademas de saber como actuar ante la pandemia, saber el curso de la
enfermedad y como esta se propagaba. Asimismo, esa secuenciacion permitié evaluar la
variabilidad genética del virus a nivel del pais, su evolucion y algunos factores prondsticos
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de los pacientes, las secuencias genéticas también permiten evaluar el grado de la
conservacion de las regiones del genoma viral, las cuales son importantes para el estudio de
antivirales, elaboracion de vacunas y tratamiento, asi como estudio de métodos diagnosticos.
A partir de muestras de secrecion nasofaringea, se reportaron las primeras seis secuencias
completas del genoma del SARS- CoV -2 de seis casos de COVID -19 detectados en el pais.
Un aporte importante de esta investigacion fue el realce que le dio al pais, siendo este, el
primer virus secuenciado en El Salvador, asi como la importancia de incorporar las técnicas
de biologia molecular y como estas pueden ser de utilidad en la medicina y muy importante
también en el abordaje de la pandemia, en el diagnostico de enfermedades y en conocer el
comportamiento de los virus y su variabilidad. También se dio la incorporacion de la
tecnologia de secuenciacion masiva con un kit que emplea menos tiempo y es mas facil de
ejecutar, trayendo un beneficio a la poblacion, ya que a través de ella se podran diagnosticar
distintas enfermedades que afecten a la ciudadania, y la necesidad de preparar al personal de

salud para un rapido diagnostico.
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I. DESARROLLO

Secuenciacion genémica: bases metodoldgicas.

El genoma constituye el material genético propio de un organismo, el cual viene determinado

por las bases nucleotidicas que se unen entre si y conforman su ADN.

La secuenciacion gendmica es una técnica que ha revolucionado la biologia molecular. En
El Salvador no es la excepcion puesto que es el avance mas reciente, ya que antes nunca se
habia hecho la secuenciacién de un virus, como hasta ahora con las primeras seis secuencias
completas del genoma del SARS-CoV-2, siendo la primera secuenciacion realizada en el pais
que fue de gran ayuda para el abordaje que se le dio a la pandemia. Pero ¢qué es la
secuenciacion genémica y por qué es tan importante? La secuenciacién gendémica es un
proceso que permite la identificacion, el orden y la secuencia completa del ADN o ARN en
el caso del SARS-coV-2, lo que proporciona informacion importante sobre la caracterizacion
del virus, estimar la prevalencia de una determinada poblacidn, investigar la propagacion del

virus durante los brotes (111, 2020).

Es por eso, que se ha convertido en una herramienta fundamental en la investigacion en el
campo de la biologia molecular, que nos permite la identificacion de las mutaciones genéticas
del virus y asi poder entender las bases moleculares de las enfermedades, en este caso, las
bases de la enfermedad causada por el SARS-CoV-2, y eso nos brinda informacion sobre

como actda el virus una vez que este penetra las células humanas.



Necesidad de la secuenciacion genémica en el covid-19

El estudio de las secuencias gendmicas ha adquirido un papel fundamental en la deteccion y
en el manejo de los brotes de enfermedades infecciosas. Con la apariciéon del SARS-CoV-2,
se ha visto subrayada la importancia del analisis y estudio de las secuencias genéticas. A
medida que el virus se fue diseminando por el mundo, gracias a la secuenciacion genémica

fue posible evidenciar la rapida acumulacion de cambios en su genoma (Covid-19, 2021)

Desde la identificacion inicial del SARS-CoV-2, hasta la fecha, se han compartido, a nivel
mundial, mas de 414.575 secuencias gendmicas completas a través de bases de datos de
acceso publico. La capacidad de monitorizar la evolucion viral casi en tiempo real tiene un

impacto directo en la respuesta de salud publica a la pandemia de COVID-19.

Principales tipos de secuenciacion gendmica utilizados en la biologia molecular

Existen diferentes tipos de secuenciacion genomica, pero todas comparten el mismo objetivo:
determinar la secuencia de los nucledtidos que componen el ARN de nuestro organismo en

estudio. Los principales tipos de secuenciacion genémica son:

La secuenciacion de Sanger, esta técnica fue desarrollada por el britanico Frederick Sanger
a mediados del siglo XX. Esta técnica se basa en la accién de las ADN polimerasas, s una
técnica muy precisa, pero tiene sus limitaciones ya que es una técnica costosa y que requiere

mucho tiempo.

Por otro lado, esta la secuenciacion de tercera generacion, en esta técnica se utiliza una
tecnologia de nanoporos, que permite secuenciar secuencias de ADN individualizadas de

forma directa, mas rapida y precisa que las demas técnicas.



La secuenciacion de nueva generacion (NGS) , es un método que permite la secuenciacion
masiva y paralela de los fragmentos de ADN , esta es una de las técnicas mas utilizadas en
la actualidad, debido a su alta eficiencia y bajo costo comparada con la secuenciacién de
Sanger y requiere menor cantidad de tiempo, por lo anteriormente mencionado ha tenido
una aplicacion importante en la salud convirtiéndose en una herramienta importante para
el diagnostico e investigacion de enfermedades en las que es de utilidad conocer sus bases

genéticas (Resource, 2023)

Tipo de secuenciacion gendmica que se utilizo en El Salvador

En el pais, la secuenciacién que se llevo a cabo por un equipo de la Universidad de El
Salvador en conjunto con el Instituto Nacional de Salud en El Salvador fue la Secuenciacion
masiva. Esta secuenciacion, para llevarla a cabo se analizaron las muestras obtenidas de los
pacientes positivos a la prueba qRT-PCR para SARS-CoV-2, diagnosticados en el
Laboratorio Nacional de Salud Publica del Instituto Nacional de Salud (INS) y la Seccion de
Virologia y Microbiologia Molecular, Departamento de Microbiologia de la Facultad de
Medicina, Universidad de El Salvador, y la extraccidn que se llevé a cabo con el kit PureLink
Viral RNA/DNA Mini Kit Invitrogen de ThermoFisher Scientific. Posterior a esto realizaron
una preparacion de libreria o generacion de libreria, un elemento clave cuando se utiliza la
secuenciacion masiva (NGS), que con preparacion de libreria se estan refiriendo en
fragmentar y marcar, empleando unos adaptadores Unicos a las muestras de ADN que se
quieren conocer. La finalidad de este ensayo sobre la secuenciacion gendmica de las variantes
del SARS-CoV-2, aparte de conocer como esta tecnologia de la biologia molecular fue de
gran utilidad para las primeras seis secuencias del genoma del virus SARS-CoV-2, es

también reconocer la labor de los profesionales que llevaron a cabo esta investigaciony la



importancia que se le dio a la biologia molecular en el pais, ya que aqui no se le daba mucho
realce a la biologia molecular y de hecho son pocos los laboratorios en el pais que cuentan
con dicha tecnologia, asimismo de esta forma se conocieron las diferentes mutaciones, fue
asi como se dio a conocer que la mutacion G614 es la que estaba presente en el pais , que
provoca un cambio pequefio pero efectivo en la proteina que el virus usa para ingresar a las
células humanas. De igual forma, conocer cual fue el tipo de secuenciacion que se usé aca
en el pais, debido a sus ventajas que se mencionaran mas adelante. La metodologia que se
utiliz6 en el pais para las primeras seis secuencias del genoma completo del SARS-CoV-2,
fue la secuenciacion masiva, que se utiliz6 por primera vez en El Salvador, esta secuenciacion
se ejecutd con la plataforma MiniSeq Illumina con el MiniSeq Rapid High Output Reagent
Kit (Rivera, Pérez, Lopez, & Hernandez, 2021), es un kit de reactivos que permite mayor
rapidez en el tiempo de ejecucion para mejorar la eficiencia del laboratorio y de esta manera
obtener resultados mas répidos (illumina, illumina INNOVATIVE TECHNOLOGIES,
2023). La secuenciacion de nueva generacion en comparacién con los otros tipos de
secuenciacion es mas facil de utilizar, mas rapida y de menor costo, debido a esto fue que se
utilizo esta secuenciacion y se implemento6 dicha técnica en el pais que nos servira para el
abordaje de otras enfermedades o distintas situaciones en las que se vea comprometida la

salud de la poblacion.

MiniSeq Illumina: Esta plataforma la utilizaron como control interno para la secuenciacion
y alineacion, seguido del proceso de secuenciacion se realiza un analisis bioinformatico; la
bioinformatica es un campo de las ciencias computacionales en el que se refiere a todas las
técnicas y herramientas que se utilizaron para procesar, analizar y almacenar los datos que

fueron obtenidos durante la secuenciacion (I11, 2020). Normalmente esta bioinformatica se



aplica a los genes, al ADN o ARN, ya que es util para comparar secuencias de genes. El
analisis y almacenamiento de los datos que fueron obtenidos en el pais los hicieron en el
formato FASQ, producto de la secuenciacién y en la que se utilizé una plataforma informatica
Ilamada Base Space Sequence de Illumina, siendo esta una plataforma en la que se permite

analizar y administrar los datos facilmente (illumina, BaseSpace Sequence Hub, 2023).

El protocolo de investigacion fue aprobado y sometido por el comité local de ética del INS.
los investigadores no tuvieron acceso a la identidad de los pacientes u otros datos sensibles.
Las muestras fueron manejadas por un nimero de referencia asignado por el Laboratorio
Nacional de Salud Publica. Los datos de secuenciacion estan disponibles en la plataforma
GISAID bajo los siguientes registros: EPI_ISL 671974, EPI_ISL_ 671978,

EPI_ISL_672012, EPI_ISL_672570, EPI_ISL_672572, EPI_ISL_672573.

Las seis secuencias fueron revisadas y dadas de alta en GISAID (Global Initiative on Sharing
All Influenza Data), es una plataforma de almacenamiento gendémico, que permite compartir
datos para garantizar y mejorar la salud de la poblacion, asi surge GISAID con un primer
objetivo de compartir secuencias genomicas de virus gripales que permiten seguir la
evolucion de los mismos y predecir el disefio de vacunas para anticiparse a la epidemia del

afio venidero (Hernandez, Garcia-Moran, Abad, & Eiros, 2021)

Esta informacion de SARS-CoV-2 apoya la calidad del proceso de secuenciacion, robustece
la vigilancia epidemiol6gica y permitio seleccionar para el pais la vacuna mas representativa.
Con el analisis en la plataforma SOPHIA, ninguna de las mutaciones se asocié a mayor
virulencia o patogenicidad; sin embargo, si se encontr6 la mutacion Spike _D614G que
actualmente esta siendo ampliamente estudiada por su posible relacién con mayor

infectividad de la proteina espicula, lo cual aumentaria su transmisibilidad. Los resultados



demostraron que las seis secuencias fueron clasificadas como clado GISAID GH, linaje
pangolin B.1.2 y B.1.370, ambos linajes con una alta prevalencia en EUA (Rivera, Pérez,

Lopez, & Hernandez, 2021).

Mutacion Spike D614G.

La mutacion D614G en la proteina Spike del SARS-CoV-2, comunmente conocida como la
“variante G”, se detectO por primera vez en Europa a principios de 2020 y ahora es la forma

maés prevalente y dominante del virus del SARS-CoV-2 en muchos paises del mundo.

La mutacion D614G se caracteriza por un cambio de acido aspartico a glicina en la posicién
de aminoéacido 614 de una proteina. Los estudios han demostrado que la mutacion D614G en
la proteina espiga del SARS-CoV- 2 del sindrome respiratorio agudo severo, puede aumentar
la infectividad del virus y su capacidad de propagacion, lo que sugiere que puede ser mas
transmisible en comparacion con otras variantes, sin embargo, no se ha demostrado que esta

mutacion cause una enfermedad mas grave.

La mutacion D614G es relevante por varias razones:

e Mayor transmisibilidad; esto significa que el virus puede propagarse mas facilmente
entre las personas.

e Dominancia global, desde que se detectd por primera vez en Europa en el afio 2020,
la variante con la mutacion D614G ha llegado a convertirse en la forma mas
dominante del virus a nivel mundial.

e Impacto en las vacunas; si bien las vacunas desarrolladas contra el COVID-19 han
demostrado ser efectivas contra las variantes que contienen la mutacion D614G, se

han realizado estudios para evaluar su respuesta inmunitaria frente a esta variante.



Unas de las implicaciones mas significativas que tuvo esta mutacion fue que los pacientes
infectados con la variante G614 tienen mayor carga viral en el tracto respiratorio superior
que las personas infectadas con la variante D614. Sin embargo, la mutacién D614G no esta

asociada con una mayor gravedad de la enfermedad (Dr. Sanchari Sinha Dutta, 2022).

En el pais, cuando después de realizar las seis secuencias completas del genoma del SARS-
CoV-2, se encontrd que la mutacion D614G  fue la que méas predomind en las secuencias
que realizaron, por lo que se realiz6 un andlisis de esta mutacion en secuencia del genoma
completo del SARS-CoV-2 y de esta manera se concluyd que esta mutacion fue la mas

prevalente a nivel mundial y en El Salvador.



Il.  CONCLUSIONES

Lo expuesto a lo largo de este ensayo, nos permite concluir que:

La biologia molecular ha sido una herramienta importante en la medicina, tanto asi,
que gracias a esta parte de la biologia se pudo entender las bases moleculares del
virus SARS-CoV-2, realizando la secuenciacion genémica de este, que resultd en un
avance muy importante para el pais, ya que fue el primer reporte de secuencias
completa del genoma SARS-CoV-2 hecho en EI Salvador.

Se obtuvo mas informacion sobre cémo actuaba el virus, se pudo entender mejor su
evolucion, epidemiologia molecular y se pudo dar una respuesta rapida y efectiva a
la pandemia.

Se incorporaron técnicas de biologia molecular tal como la secuenciacion genémica
que resulto un éxito en el abordaje de la pandemia, se acortaron tiempos, se pudo y
se podra mantener el diagndstico de distintas enfermedades, por lo tanto, sera de gran
ayuda para la poblacion.

Los datos de secuenciacion gendmica pueden ser almacenados y por lo tanto ser
compartidos para saber como actuar ante futuras enfermedades o epidemias.
Gracias a la secuenciacién gendmica pudo determinar que la mutacion D614G fue la
que mas predomind en El Salvador y fue una de las mas transmisibles a nivel mundial

pero no significé mayor gravedad de la enfermedad.
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Minsal y UES secuencian
genoma del SARS-CoV-2

EL ESTUDIO PERMITE CONOCER DE
MEJOR MANERA LAS CARACTERISTICAS
DE LA COVID-19. Esta es la primera vez
que se logra un resultado asi en El
Salvador.

por Boris Lozano — 25 de noviembre de 2020 AA
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SECUENCIACION DE GENOMAS COMPLETOS SARS-COV-2

éQué es?

El genoma o la secuencia genética completa del SARS-CoV-2 es
una molécula de ARN, una especie de codigo de 30.000 letras que
necesita para poder formar muchas copias de si mismo y lograr
multiplicarse una vez que infecta a una célula diana.

é¢Como se hace?

Una vez conseguido el ARN de la muestra, el objetivo es
purificar el ARN del virus y separarlo del ARN del paciente
siguiendo diferentes estrategias. A continuacion se determina
la secuencia de la molécula mediante procesos quimicos y
analisis bioinformaticos

éPara qué sirve? .
Una vez conseguida la secuencia del genoma del virus, se pued

utilizar esta informacion para diferentes aplicaciones:
D é?
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GISAID =

Since lifting the zero-COVID policy, data from
China continues to resemble globally seen
patterns

The genomic surveillance of data from China with
preliminary phylogenetic analyses over recent months
demonstrated a pattern of variant introduction and
emergence risk which is substantially similar to that
observed globally. Therefore, the daily updates will no
longer be shown in the In Focus section. Future GISAID
analyses for China will be viewable on the dedicated page
accessible here.

Global public health relies on timely genomic surveillance
efforts in all countries and regions of the world to detect
new evolutionary trends early on.




