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Resumen

Introducción. En este trabajo se describen las primeras secuen-
cias completas del genoma de SARS-CoV-2 a partir de muestras de 
pacientes salvadoreños. 

Objetivo. Reportar las primeras secuencias completas del geno-
ma del SARS-CoV-2 de casos procedentes de El Salvador. 

Metodología. Se realizó una secuenciación masiva en la platafor-
ma MiniSeq Illumina a partir de muestras de secreción nasofaríngea. 

Resultados. El análisis filogenético determinó que estas mues-
tras pertenecen al clado 20C secundario de 20A que tiene en común 
la variante de la mutación D614G de la glicoproteína espícula. La 
mutación S: D614G fue encontrada en las seis secuencias de SARS-
CoV-2. En la plataforma GISAID, las secuencias mostraron pertene-
cer al clado GH linaje pangolín B.1.2 y B.1.370; ambos linajes están 
presentes en Estados Unidos. 

Conclusión. El análisis filogenético evidenció que estas seis mues-
tras pertenecen al clado 20C, clado secundario de 20A, que tiene en 
común la variante de la mutación D614G de la glicoproteína espícula.

Palabras clave: SARS-CoV-2, D614G, NGS, 2019-nCoV, COVID-19.

Abstract

Introduction. This work describes the first complete SARS-CoV-2 
genome sequencies from samples of Salvadorean patients. 

Objective. To report the first six complete SARS-CoV-2 genome 
sequencies of six indigenous cases of COVID-19 detected in El Sal-
vador, from nasopharyngeal discharge samples. 

Methodology. An NGS next generation sequencing was perfor-
med from indigenous samples in the Illumina platform MiniSeq. 
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Results. The phylogenetic analysis showed that these isolated be-
long to the clade 20C secondary of 20A, which have in common the 
S: D614G variant; the D614G mutation of the spike glycoprotein was 
found in the six sequencies of the SARS-CoV-2 genome. Using the 
GISAID platform, the sequencies were found to belong to the clade GH 
lineage pangolin B.1.2 y B.1.370, both present in the United States. 

Conclusion. The phylogenetic analysis showed that these six 
samples belong to clade 20C, a secondary clade of 20A, which has in 
common the variant of the spike glycoprotein D614G mutation.

Keywords: SARS -CoV-2, D614G, NGS, 2019-nCoV, COVID-19.

Introducción

El SARS-CoV-2 fue descrito como causante de COVID-19 por 
primera vez en Wuhan, Hubei, China, el 2 de enero del 2020. En los 
Estados Unidos de América (EUA), se reportó el primer caso el 20 de 
enero de 2020, en el estado de Washington D. C., confirmado por los 
Centros para el Control y la Prevención de Enfermedades de Atlanta 
(CDC, por sus siglas en inglés)1,2.

El 18 de marzo se reporta el primer caso confirmado de infec-
ción por SARS-CoV-2 en El Salvador. A nivel mundial, las tasas de 
nuevos casos y muertes por COVID-19 continuaron aumentando, 
con casi 4 millones de nuevos casos y 60 000 nuevas muertes regis-
tradas. Al 15 de noviembre de 2020, se había notificado a la OMS 
53,7 millones de casos confirmados y 1,3 millones de muertes3.

El 3 de febrero se publicó la secuenciación del ARN de una 
muestra de líquido de lavado bronco alveolar de un paciente que 
trabajaba en un mercado de Wuhan y que ingresó en el Hospital 
Central de Wuhan el 26 de diciembre de 2019, mientras experi-
mentaba un síndrome respiratorio severo que incluía fiebre, ma-
reos y tos. Así, se identificó una nueva cepa de virus ARN de la 
familia Coronaviridae, que se designó en ese momento como co-
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ronavirus «WH-Human 1» (y también se le conoció como «2019- 
nCoV»). El análisis filogenético del genoma viral completo (29 903 
nucleótidos) reveló que el virus estaba estrechamente relacionado 
en un 89,1% con un grupo de coronavirus similares al SARS del 
género Betacoronavirus, subgénero Sarbecovirus, encontrado pre-
viamente en murciélagos en China4. 

A partir de ese momento varios países comenzaron a publi-
car las secuencias obtenidas de pacientes locales y al momento de 
redacción del presente reporte, la última actualización del 27 de 
noviembre de 2020 publicada en la plataforma Global Initiative 
on Sharing All Influenza Data (GISAID, por sus siglas en inglés), 
registraba 3407 genomas, muestreados entre diciembre de 2019 y 
noviembre de 2020.

Como país es importante poder obtener las secuencias de 
SARS-CoV-2 a partir de muestras respiratorias de pacientes loca-
les con COVID-19, pues esta información ayudará a comprender 
en parte el variado espectro clínico y curso de la enfermedad. Ade-
más, desde el punto de vista de la epidemiología molecular, permi-
te comparar las secuencias entre diferentes poblaciones del mundo 
con las secuencias del país y analizar la evolución del virus a medi-
da avanza la pandemia. Esto será de mucha utilidad para predecir 
qué podría pasar en los próximos años en el país y cómo responder 
ante esa eventualidad. Al principio de la pandemia las secuencias 
estudiadas han permitido determinar linajes, cadenas de transmi-
sión y rutas de infección. Estas secuencias completas también nos 
permiten evaluar la variabilidad genética del virus a nivel local, 
su evolución y el poder predecir algunos factores pronósticos de 
los pacientes. De igual forma, aunque algunos estudios estadísticos 
proponen que las mutaciones descritas en la mayoría de secuencias 
reportadas hasta el momento no demuestran mayor relación con 
la virulencia, patogenicidad e incluso transmisibilidad e infectivi-
dad viral5, estudios recientes de prestigiosos grupos investigadores 
han demostrado el aumento del potencial de transmisión de las va-
riantes con la mutación D614G, que predomina a nivel mundial6-9. 
Los cambios en la secuencia son importantes;  sin  embargo,  las  
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secuencias también permiten evaluar el grado de conservación de 
las regiones del genoma viral, las cuales son incidentes para el es-
tudio de métodos diagnósticos, blancos de fármacos antivirales, así 
como en la elaboración y seguimiento de eficacia de las vacunas.

Se reportan las primeras seis secuencias completas del genoma 
del SARS-CoV-2 de seis casos de COVID-19 detectados en El Salva-
dor, a partir de muestras de secreción nasofaríngea.

Con la descripción de estas primeras secuencias se inicia una 
serie de publicaciones sobre la vigilancia genómica del virus SARS-
CoV-2 que serán útiles para conocer la evolución del virus, desarro-
llo de terapias y vacunas.

Metodología

Se analizaron 50 eluidos de ARN de secreción nasofaríngea ob-
tenida de pacientes positivos a la prueba de qRT-PCR para SARS- 
CoV-2, diagnosticados en el Laboratorio Nacional de Salud Públi-
ca del Instituto Nacional de Salud (INS) y la Sección de Virología 
y Microbiología Molecular,  Departamento de Microbiología de la 
Facultad de Medicina, Universidad de El Salvador. La extracción se 
realizó con el kit PureLink Viral RNA/DNA Mini Kit Invitrogen de 
ThermoFisher Scienti- fic. Todos los eluidos fueron conservados a 
-80 °C posterior a la extracción.

Se realizó la confirmación diagnóstica por qRT-PCR de los 
genes E y RdRp con dos protocolos: Charité, Berli/EVAg10 con la 
Ag- Path-ID One-Step RT-PCR de ThermoFisher Scientific y con 
el PowerChek 2019-nCoV Real-time PCR kit (https://www.fda.gov/
me- dia/140069/download). Las amplificaciones se realizaron en el 
QuantStudio 5 Real-Time PCR instrument de Applied Biosystems.

De 50 eluidos se escogieron 6 eludidos con CT inferior a 25 con 
una concentración ≥50 ng/µL de ARN determinado por fluorome-
tría con Quantus fluorometer, Promega.
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Se utilizó el método de secuenciación con enfoque de amplico-
nes aplicando una variante de reacciones de PCR multiplex de dos 
grupos con el kit de Paragon CleanPlex® SARS-CoV-2 by SOPHiA, 
que ha presentado buenos resultados en estudios comparativos de 
secuenciación masiva (NGS Next- Generation Sequencing)11,12,  si-
guiendo  el protocolo del fabricante. Para la generación de los am-
plicones se utilizó el termociclador eppendorf Flexlid Mastercycler 
Nexus gradient.

Secuenciación masiva (NGS)

Se utilizó la plataforma MiniSeq Illumina con el MiniSeq Rapid 
High Output Reagent Kit; como control de calidad interno para la 
generación, secuenciación y alineación de conglomerados se utilizó 
PhiX control v3 de Illumina.

Para el almacenamiento, análisis y gestión de datos en formato 
FASQ producto de la secuenciación, se utilizó la plataforma infor-
mática Base Space Sequence de Illumina. Para el alineamiento preli-
minar, determinación de las variantes por mutaciones y asignación 
preliminar de clados, se utilizó la plataforma bioinformática SO-
PHiA-DDM- V5.7.10. Se realizó alineación de las secuencias obteni-
das con secuencias consenso NC_045512 en la plataforma en línea 
FASTA (ebi.ac.uk/tools/sss/fasta/), para generar archivos compati-
bles para la generación de propuestas filogenéticas como MEGA-X 
v10.2. Las seis secuencias obtenidas se cargaron para su análisis de 
variantes por clado a Nexclade beta v0.8.1; finalmente los resultados 
de las secuencias fueron enviados a GISAID13 para la determinación 
de clado y linaje filogenético, ya que esto permitió clasificar y validar 
los virus secuenciados en una plataforma ya ampliamente reconoci-
da por la comunidad científica global14.

Consideraciones éticas

El protocolo de investigación fue sometido y aprobado por el co-
mité local de ética del INS; los investigadores no tuvieron acceso a 
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la identidad de los pacientes u otros datos sensibles. Las muestras 
fueron manejadas por un número de referencia asignado por el La-
boratorio Nacional de Salud Pública. Los datos de la secuenciación 
están disponibles en la plataforma GISAID bajo los siguientes re-
gistros: EPI_ISL_671974, EPI_ISL_671978, EPI_ISL_672012, EPI_
ISL_672570, EPI_ ISL_672572, EPI_ISL_672573.

Resultados

En las seis secuencias mediante el alineamiento con el genoma 
de referencia NC_045512 se observó una concordancia de casi el 100 
%, confirmándose que las mismas eran positivas a SARS-CoV-2. De 
igual forma, las seis secuencias dieron positivo a SARS-CoV-2 en el 
análisis preliminar en la plataforma bioinformática SOPHiA-DDM- 
V5.7.10. Además, se analizaron los genes E, M, N, ORF10, ORF1a, 
ORF1ab, ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, S, dentro de los cua-
les se identificó un total de 27 polimorfismos de un solo nucleótido 
(SNP), desde 10 y hasta 15 SNP en cada una de las seis secuencias. 
Algunos de los SNPs comunes entre las secuencias, además la ma-
yoría de los SNP identificados, fueron sin sentido (missense), impli-
cando un cambio de aminoácido. Las secuencias basadas en los SNP 
identificados se agruparon en un solo patrón variante, impulsado 
principalmente por SNP ubicados en la región S, NSP2, NS3 y gen S, 
presentando las mutaciones A23403G (SD614G), C1059T (NSP2T265I) y 
G25563T (NS3Q57H). En el alineamiento con patrón de mutaciones 
las seis secuencias fueron clasificadas en el clado Nextstrain 20C (Fi-
gura 1-A).

Además, se utilizó GISAID para la filogenia de máxima proba-
bilidad de secuencias muestreadas globalmente de SARS- CoV-214,15. 
El resultado de la comparación del patrón de mutaciones comparada 
con la base de secuencias y de manera particular con la secuencia 
de referencia hCoV19/Wu- han/WIV04/2019, las seis secuencias 
fueron clasificadas como clado GISAID GH, linaje pangolín B.1.2 y 
B.1.370, ambos linajes de EUA (Figura 1-B) coincidente con el 20C 
de Nextstrain.
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Tabla 1. Polimorfismos de un solo nucleótido

Polimorfismo de un solo nucleótido 
N_P199L NSP12_K59N NSP2_T85I 
N_P67S NSP12_P323L NSP2_S430L 
N_R209K NSP13_L256F NSP3_H727Y 
NS3_G172V NSP13_N124S NSP3_K384N 
NS3_P258S NSP14_N129D NSP5_L89F 
NS3_Q57H NSP14_P203L NSP9_S13F 
NS7a_T39I NSP15_V320L Spike_A623S 
NS8_S24L NSP16_R216C Spike_D614G 

NS8_V62L NSP2_T265I Spike_S704L 

Al rastrear geográficamente el virus por Nextstrain, las seis se-
cuencias mostraron tener mayor similitud con el clado GH (20C) 
presente en la región norteamericana (Figura 2).

Figura 1. (A) Filogenia clados 19A,19B, 20A, 20C según clades.
nextstrain.org/tree; filogenia según clados GISAID GR, G, GH, O, S, 
L, V. Las seis secuencias en verde alineadas en clado GH (B); las seis 
secuencias por alineamiento por perfil de mutaciones fueron clado 
20C (Nextstrain), clado GH Linage B.1.2 y B.1.370 (GISAID)
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Figura 2. Filogenia por región geográfica para los clados 19A, 19B, 
20A, 20C según clades.nextstrain.org/tree. Las seis secuencias en gris 
alineadas en clado 20C, obsérvese el gran número de secuencias nor-
teamericanas en rojo

Discusión

Las seis secuencias fueron aceptadas y dadas de alta en GISAID. 
Esta información de SARS-CoV-2 apoya la calidad del proceso de 
secuenciación, robustece la vigilancia epidemiológica y permitirá se-
leccionar para el país la vacuna más representativa.

Con el análisis en la plataforma SOPHiA, ninguna de las muta-
ciones se asoció a mayor virulencia o patogenicidad; sin embargo, sí 
se encontró la mutación Spike_D614G que actualmente está siendo 
ampliamente estudiada por su posible relación con mayor infectivi-
dad de la proteína espícula, lo cual aumentaría su transmisibilidad6.

En el alineamiento con patrón de mutaciones, las seis secuencias 
fueron clasificadas en el clado Nextstrain 20C, caracterizado por la 
mutación A23403G, C1059T y G25563T. Esta alcanzó una frecuen-
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cia global en torno al 20 % en abril, principalmente por secuencias 
de EUA1,19; 20C es un clado que se derivó del clado 20A muy fre-
cuente en EUA y que sembró grandes brotes en Europa a princi-
pios de 2020, dominando en los posteriores brotes en las Américas. 
Además, una de las características de este clado es la presencia de la 
mutación D614G, la cual se ha relacionado con aumento de la infec-
tividad viral 9,7 16–18.

Los resultados demostraron que las seis secuencias fueron cla-
sificadas como clado GISAID GH, linaje pangolín B.1.2 y B.1.370, 
ambos linajes con una alta prevalencia en EUA16–18. Es probable que 
la migración influya en este patrón, para lo que se requiere obtener 
más secuencias de todo el territorio nacional, caracterizar epidemio-
lógicamente para conocer su probable origen, documentando la vi-
gilancia molecular del virus y comprender mejor su evolución en el 
territorio salvadoreño.

Las mutaciones encontradas serán estudiadas a profundidad y se 
informarán en una próxima entrega. Los SNPs son candidatos feno-
típica o epidemiológicamente interesantes para futuras investigacio-
nes, en combinación con pruebas experimentales la verificación de 
cualquier fenotipo predicho, como es el caso de la mutación D614G.

Conclusiones

Este es el primer reporte de secuencias completas del genoma de 
SARS-CoV-2 en El Salvador e identifica una variante predominante 
en Centro y Norteamérica, específicamente el clado GH, linaje pan-
golín B.1.2 y B.1.370, ambos linajes con una alta prevalencia en EUA.

El análisis filogenético evidenció que estas seis muestras perte-
necen al clado 20C, clado secundario de 20A, que tiene en común la 
variante de la mutación D614G de la glicoproteína espícula.

Los autores declaran no tener conflictos de interés en el estudio 
ni haber recibido patrocinio de instituciones privadas; la fuente de 
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