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Analisis genomico de secuencias del virus SARS-CoV-2 de casos costarricenses,
marzo - julio 2020.
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2002 (Ley No. 8270) > INCIENSA:

Vigilancia epidemioldgica basada en laboratorio de los eventos de importancia en salud publica.

de las investigaciones prioritarias en salud publica

los procesos de ensefianza en salud derivados de su quehacer.
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1996, CDC - Red nacional de subtipificacion molecular para la vigilancia de las ETA

PFGE y WGS determinar relacion genética entre los patégenos

Identificar, relacionar casos de enfermedad, determinar, monitorear y controlar brotes de ETA
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Protocols: Producing whole genome sequencing data

The Whole Genome Sequencing (WGS) Process

WGS is a laboratory procedure that determines the order of bases in the genome of an

organism in one process. WGS provides a very precise DNA fingerprint that can help
link cases to one another allowing an outbreak to be detected and solved sooner.

Bacterial Culture 4. DNA Library Sequencing

e The DNA library is loaded onto a
sequencer. The combination of
nucleoctides (A, T, C, and G) making
up each individual fragment of DNA
is determined, and each result is
called a “DNA read.”
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Materialesy métodos

70 casos - marzo y julio (SE 10-15y SE 23-27).
4 afos hastalos 89 afios (46 mascy 24 fem).
Al menos una muestra de cada provincia y

se incluyeron cuatro defunciones.

El procesamiento de las muestras
Inciensa: 52 muestras (CRC-001 a CRC-006 y CRC-025a CRC-070)y
la UCR-FMlic & Instituto Virologia Charité (Berlin): 18 muestras (muestras CRC-007 a CRC-024).

Se realizd un analisis descriptivo de las variables epidemiolégicas (boletas de solicitud)

Desarrollo de un protocolo bioinformatico y de inteligencia artificial para el apoyo de la vigilancia
epidemioldgica (Inciensa-CIET,UCR)
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Castillo AE, Parra B, Tapia P, et al.

Phylogenetic analysis of the firstfour SARS-CoV-2
cases in Chile.JMed Virol.2020;1-5.
https://doi.org/10.1002/jmv.25797
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Lista para secuenciar

Muestra 1

Condiciones

Retrotranscripcion: GoScript RT-PCR (2020-06-25)

PCR anidada: GoTaq PCR (2020-06-26)
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<’Datos crudagﬂ\

secuenciacion_~

Genomas
ensamblados

Pre-procesamiento y T

control calidad

Control de calidad de reads

v

Seleccion de reads: filtrado
y cortado

| Evaluacion de

: ensamblajes 'L

Ensamblaje de nove de genoma

L

v

{ Mapeo a genoma de referencia

L 7

previamente (por ejemplo GISAID)

Genomas ensamblados

=

J

N

Comparacién de ensamblajes por todos los acercamientos: Anotacion de
Criterio 3C Contiguity, Completeness and Correctness genomas

| Analisis

i gendmicos Variabilidad general:

: Alineamiento, creacidn de
clusters y estimacion de

variabilidad

Analisis
comparativos de
genomas SARS-CoV-2
de Costa Rica

Llamados de variantes para la
identificacion de SNPs:
Alineamiento a genoma, de-
duplicacién, llamado de

variantes, filtrado y comparacion

Andlisis de filogenia molecular: Alineamiento de
secuencias, modelo de sustitucion y arbol filogenético

| == =E==] |

Variantes y relaciones filogenéticas de genomas

S

SARS-CoV-2 de casos de Costa Rica

€

Filogenia:criterio de informacidn bayesiano (BIC) y el modelo: HKY+F+I.

A

Analisis bioinformaticosadicionales
BioNumericsv7.6 de Applied Maths con el
plugin SARSCoV2v0.14

Deteccion de SNPs y
la extraccion de los productos de PCR

genes E y RARP

Todas las secuencias gendmicas fueron
depositadasen la plataformade la iniciativa
GISAID (www.gisaid.org)
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Figura 2. Distribucion de frecuencia de los cados GISAID
identificados para los genomas de SARS-CoV-2 de Costa Rica
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Figura 3. Linajes de SARS-CoV-2 identificados en Costa
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Linajes de SARS--COV-2
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Figura 4. Linajes de SARS-CoV-2 circulantes de la semana epidemiologica
10 a 15, Costa Rica, 2020.
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Figura 5. Linajes de SARS-CoV-2 identificados en pacientes con
antecedente de viaje al exterior
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Figura 6. Linajes de SARS-CoV-2 circulantes de |la semana epidemiologica
24 a 27, Costa Rica 2020
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Figura 7. Distribucion de linajes de SARS-CoV-2 por provincia
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Analisis de variantes:

* De4y11mutaciones contraref. Wuhan-hu-1.

* Lamutacién D614G predomind (97%) de la muestra.

* Ninguna de las variantes identificadas se localizé en las
regiones de union de “primers” y sondas delos genes Ey
RdRP, que se usan en el ensayo de RT-PCR (Corman et al.,
2020).

* No se documentaron las variantes estructurales
(Spike_N439K, T4811, V483A, E484E ni G476S) en el dominio

de unién al receptor (RBD) de la proteina de la espicula viral.

RdRP_SARSr
n
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ETGAHHTGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGTTAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
GTGAAATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
ATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
ATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TALACCAGBTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGLT AGTGTTTTTAACATTTG
ATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
ATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TALACCAGBTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGLT AGTGTTTTTAACATTTG
ATGGTCATGTGTGGCGGTTCACTATATGT TAAACCAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
ATGGTCATGTGTGGCGETTCACTATATGT TALACCAGBTGGAACCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG
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Phylogeny RESET LAYOUT
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Figura 12. Distribucion de secuencias de SARS-CoV-2 de Costa Rica dentro del contexto global. El color del grupo se define por el aminoacido 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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4.2 Haplotype determination

In the second step of the process, the haplotype is determined. The haplotype as defined in the
SarsCoV2 plugin is a set of high-frequency amino acid substitutions, organized by linkage groups.
They are ordered from left to right by the date on which they first appeared.

Position | ORF8: | ORF2: | ORFinspi12: | ORF1nsp13: | ORF1nsp13: | ORF3a: | ORF1nspz:
(genome) | 251 1841 941 1622 1511 171 254
Ancestral | S5 D P Y P Q T

allele

Derived | L G L C L H I

allele

Table 4.1: High-frequency amino acid substitutions.

Amino acid substitutionsthat exceed a 5% minimum allele frequency (based on all available NCBI genomic sequences).
They are sorted by date of first appearance (as shown in the Nextstrain tree), and linkage groups are expressed as pairs
separated by dots.
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7 hGov-19/Costa RicalNG-0058/2020 LGLYP.QT 2020-06-19 B.15 ALAJUELA
— hCoV-19/Costa Rica/NC-0085/2020 LGLYP.QT 2020-07-10 B.15 HEREDIA
hCoV-19/Costa Rica/lNC-0042/2020 LGLYP.QT 2020-03-22 B.15 ALAJUELA
S N PS — C L hCoV-19/Costa Rica/INC-0043/2020 LGLYP.QT 2020-03-22 B.15 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/CRV-0019.2/2020  L.GL.YP.QT 2020-03-20 B.15 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0002/2020 LGLYP.QT 2020-03-18 B.15 ALAJUELA
B N 7 . 6 hCoV-19/Costa Rica/NC-0038/2020 LGLYP.QT 2020-03-18 B.15 ALAJUELA
hCoV-19/Costa Rica/INC-0001/2020 LGLYP.QT 2020-03-18 B.15 ALAJUELA
hCoV-19/Costa Rica/INC-0030/2020 LGLYP.QT 2020-03-14 B.15 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0029/2020 LGLYP.QT 2020-03-14 B.15 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0032/2020 LGLYP.QT 2020-03-15 B.L5 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0033/2020 LGLYP.QT 2020-03-15 B.15 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/NC-0047/2020 LGLYP.QT 2020-03-09 B.15 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0050/2020 LGLYP.QT 2020-03-22 B.L5 SAN JOSE
| hCoV-19/Costa Rica/INC-0006-2020 LGLYP.QT 2020-03-26 B.1 ALAJUELA
hCoV-19/Costa Rica/NC-0052/2020 LGLYP.QT 2020-03-23 B.1 PUNTARENAS
hCoV-19/Costa Rica/INC-0048/2020 LGLYP.QT 2020-03-18 B.1 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0061/2020 LGLYP.QT 2020-06-20 B.11l GUANACASTE
hCoV-19/Costa Rica/lNC-0067/2020 LGLYP.QT 2020-07-02 B.11 HEREDIA
hCoV-19/Costa Rica/INC-0069/2020 LGLYP.QT 2020-07-02 B.L1 DESCONOCIDO
hCoV-19/Costa Rica/lNC-0082/2020 LGLYP.QT 2020-07-02 B.11 HEREDIA
LDP.YP.QT
hCoV-19/Costa Rica/CRV-0007.2/2020  L.GL.YP.QT 2020-03-07 B.1 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/NC-0026/2020 LGLYP.QT 2020-03-07 B.1 ALAJUELA
— hCoV-19/Costa Rica/INC-0028/2020 LGLYP.QT 2020-03-14 B.1 ALAJUELA
hCoV-19/Costa Rica/INC-0034/2020 LGLYP.QT 2020-03-15 B.1 ALAJUELA
hCoV-19/Costa Rica/NC-0037/2020 LGLYP.QT 2020-03-18 B.1 ALAJUELA
hCoV-19/Costa Rica/INC-0005/2020 LGLYP.QT 2020-03-21 B111 SAN JOSE
4' hCoV-19/Costa Rica/NC-0044/2020 LGLYP.QT 2020-03-23 B.111 ALAJUELA
hCoV-19/Costa Rica/INC-0051/2020 LGLYP.QT 2020-03-22 B.111 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0025/2020 LGLYPHI 2020-07-06 B.1 SAN JOSE
— hCoV-19/Costa Rica/NC-0035/2020 LGLYPHI 2020-03-16 B.1 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0041/2020 LGLYPHI 2020-03-20 B.1 ALAJUELA
hCoV-19/Costa Rica/NC-0071/2020 LGLYPHI 2020-03-06 B.1 DESCONOCIDO
hCoV-19/Costa Rica/NC-0031/2020 LGLYPHI 2020-03-15 B.1 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0045/2020 LGLYPHI 2020-03-23 B.1 SAN JOSE
m hCoV-19/Costa Rica/lNC-0027/2020 LGLYPHI 2020-03-14 B.1 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0040/2020 LGLYPHI 2020-03-20 B.126 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/lNC-0039/2020 LGLYPHI 2020-03-19 B.1 GUANACASTE
hCoV-19/Costa Rica/NC-0046/2020 LGLYPHI 2020-03-26 B.13 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0054/2020 LGLYP.QT 2020-06-11 B.Ll EXTRANJERO
4‘:' hCoV-19/Costa Rica/INC-0055/2020 LGLYP.QT 2020-06-11 B.1.1 EXTRANJERO
hCoV-19/Costa Rica/NC-0053/2020 LGLYP.QT 2020-06-09 B.L1l ALAJUELA
hCoV-19/Costa Rica/NC-0080/2020 LGLYP.QT 2020-07-06 B.1 LIMON
hCoV-19/Costa Rica/INC-0056/2020 LGLYP.QT 2020-06-12 B.L1 SAN JOSE
_‘E hCoV-19/Costa Rica/INC-0065/2020 LGLYP.QT 2020-06-21 B.L1 SAN JOSE
— hCoV-19/Costa Rica/INC-0078/2020 LGLYP.QT 2020-07-03 B.L1 ALAJUELA
hCoV-19/Costa Rica/NC-0059/2020 LGLYP.QT 2020-06-19 B.L1 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0073/2020 LGLYP.QT 2020-06-30 B.L1 ALAJUELA
hCoV-19/Costa Rica/NC-0075/2020 LGLYP.QT 2020-07-01 B.L1 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0076/2020 LGLYP.QT 2020-07-01 B.L1 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0066/2020 LGLYP.QT 2020-07-03 B.L1 CARTAGO
L hcov-19/costa RicaiNe-008912020 LGLYP.QT 2020-07-13 B.11 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0057/2020 LGLYP.QT 2020-06-19 B.L1l ALAJUELA
4‘:‘: hCoV-19/Costa Rica/INC-0074/2020 LGLYP.QT 2020-06-30 B.1.1 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/NC-0084/2020 LGLYP.QT 2020-07-10 B.L1l SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/lNC-0062/2020 LGLYPHI 2020-06-20 B1 PUNTARENAS
_‘—C hCoV-19/Costa Rica/INC-0083/2020 LGLYP.HI 2020-07-08 B.1 PUNTARENAS
hCoV-19/Costa Rica/INC-0079/2020 LGLYPHI 2020-07-03 B.12 GUANACASTE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0070/2020 LGLYPHI 2020-07-02 B.1 HEREDIA
hCoV-19/Costa Rica/INC-0087/2020 LGLYPHI 2020-07-11 B.1 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/INC-0068/2020 LGLYPHI 2020-07-02 B.1 LIMON
hCoV-19/Costa Rica/NC-0072/2020 LGLYPHI 2020-06-20 B.1 ALAJUELA
hCoV-19/Costa Rica/NC-0086/2020 LGLYPHI 2020-07-10 B.1 HEREDIA
hCoV-19/Costa Rica/NC-0081/2020 LGLYPHI 2020-07-07 B.1 SAN JOSE
hCoV-19/Costa Rica/NC-0088/2020 LGLYPHI 2020-07-13 B.1 SAN JOSE
| NCoV-19/Costa Rica/INC-0063/2020 LGLYPHI 2020-06-20 B.1 ALAJUELA

1 hcov-19/Costa Rica/INC-0077/2020 L.GL.YP.HI 2020-07-03 B.1 SAN JOSE



Otros proyectos y colaboraciones

UCR(CIBCM-CABANA)-SENASA-CTBC
Otros POE y tecnologias de secuenciacion

Instituto Conmemorativo Gorgas
Comportamiento epidemiolégico Sub regional del SARS-CoV-2 SARS-CoV-2

OPS-OMS. Comportamiento Regional del SARS-CoV-2

PulseNet LAy C



do no va a podrirlo la gente mala.
o la que se dice buena pero no hace nada”.

2017, Buena Fe



