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RESUMEN

La comprensién de la COVID-19, provocada por el coronavirus de tipo 2 (SARS-CoV-2) causante de
sindrome respiratorio agudo severo, utilizando un enfoque multidisciplinario, es esencial para mejorar
la toma de decisiones basadas en evidencia. Se estimé el nimero reproductivo efectivo (Rt) en Peru a
partir de 113 genomas completos generados por el Instituto Nacional de Salud (INS) del Perti almace-
nados en la base de datos publica GISAID. La tendencia mostrada por el Rt durante marzo y abril del
2020 fue similar a otras estimaciones epidemioldgicas. El Rt disminuyd considerablemente durante la
primera quincena de marzo, alcanzando su menor valor la semana posterior al inicio de la cuarentena,
pero aumenté moderadamente desde la quincena de abril. Se discute las implicancias de las medidas
tempranas tomadas para mitigar la transmision. La vigilancia gendmica sera una herramienta necesaria
para conocer la transmisién y evolucién del virus, y complementard la informacion epidemiolégica.

Palabras clave: Analisis Bayesiano; Bases de Datos de Acidos Nucleicos; COVID-19; Epidemiologia
Molecular; Filogendmica; Genoémica; Modelos Epidemioldgicos; Pert; SARS-CoV-2; Vigilancia (fuente:
DeCS BIREME).

USE OF SARS-COV-2 GENOMES TO ESTIMATE THE
EFFECTIVE REPRODUCTIVE NUMBER (RT) IN PERU
DURING MARCH - APRIL 2020

ABSTRACT

The understanding of COVID-19, caused by the SARS-CoV-2, is essential to improve evidence-based
public health policies. The effective reproductive number (Rt) in Peru was estimated using information
from 113 complete genomes sequenced by the Instituto Nacional de Salud del Perti (INS), available in the
GISAID public database. The Rt trend during March and April of 2020 was found to be similar to results
from other epidemiological reports. The Rt decreased during the first two weeks of March. Its lowest
value was reported during the week after the quarantine began. The Rt increased moderately after the
second week of April. The implication of early decisions taken to mitigate the transmission are discussed.
Genomic surveillance will be necessary to understand the transmission and evolution of SARS-CoV-2 in
Peru, and will complement the epidemiological information.

Keywords: Bayesian Analysis; Nucleotide Databases; COVID-19; Molecular Epidemiology; Phyloge-
nomics; Genomics; Epidemiological Models; Peru; SARS-CoV-2; Surveillance (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

La pandemia actual de la COVID-19 ocasionada por
SARS-CoV-2 fue reportada en diciembre del 2019 en la
ciudad de Wuhan, China. A febrero del 2021, se ha convertido
en un problema global de salud publica, ha afectado a mas
de 111 millones de personas y ha producido mas de 2,4
millones de decesos . El Pert reportd su primer caso el 6
de marzo del 2020. Diez dias después, el gobierno decret6
el estado de emergencia nacional que incluyé medidas de
cuarentena y toque de queda @. Sin embargo, la transmision
se generalizé dentro del pais. Asimismo, la positividad de
casos por pruebas moleculares ascendi6 a mas de 364 000 y
por pruebas répidas, a mas de 840 000 ©.

El uso de herramientas epidemioldgicas durante una pan-
demia es de gran utilidad en la toma de decisiones porque puede
proveer un panorama de la dindmica inicial y actual de la trans-
mision, y se apoya en el aislamiento precoz de los casos positivos,
en el seguimiento de contactos, y en la seleccion de medidas de
mitigacion comunitarias e individuales adecuadas . Una de las
estimaciones importantes durante la primera etapa de la pan-
demia es el niimero reproductivo bésico (R0) ©9, que representa
el nimero de casos secundarios esperados a partir de un caso
primario en una poblacion en la que todos los individuos son
susceptibles ala enfermedad y que mide la velocidad potencial de
transmision durante la fase inicial de la pandemia. Este nimero
fue estimado en 2,3 (intervalo de confianza al 95% [IC 95%]: 2,0-
2,5) para Lima @ y entre 2,36-5,24 para Pert © durante marzo
del 2020.

Otro indice, importante es el nimero reproductivo efec-
tivo, (Rt), que mide el niimero esperado de nuevas infecciones
causadas por un individuo infeccioso durante el transcurso de
la pandemia, cuando ya existen individuos no susceptibles en
la poblacién debido a que fueron infectados o presentan inmu-
nidad a la enfermedad . Si el Rt>1, los casos se incrementan
exponencialmente; si el Rt<1, el nimero de infectados sera cada
vez menor ®. El Rt para Pert fue estimado en 2,36 (IC 95%: 2,11-
2,63) durante marzo del 2020 @.

La disponibilidad de datos libres en repositorios publicos
promueve la ciencia abierta y la rdpida toma de decisiones en sa-
lud publica ©. Por ejemplo, el primer genoma de SARS-CoV-2,
publicado en enero del 2020, permiti6 el desarrollo temprano
de pruebas moleculares RT-PCR %, que se utilizan mundial-
mente para confirmar la presencia del virus. Asimismo, la in-
formacion gendmica es utilizada en analisis fillodindmicos para
obtener estimaciones sobre la transmisiéon de enfermedades
emergentes, y en los procesos de evolucién molecular en tiem-
po real, colaborando asi con la vigilancia epidemioldgica V.

El célculo del Rt es posible con modelos similares a los
epidemioldgicos SIR (susceptibles, infectados, recuperados),
utilizando informacion filogenética para inferir las tasas de
transmisién y recuperacion “?. El primer genoma de un caso
peruano fue secuenciado por el Instituto Nacional de Salud
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Motivacion para realizar el estudio: El uso de la informacion
gendmica del coronavirus puede contribuir a su vigilancia
epidemioldgica en Pert y generar datos independientes sobre

c6mo ocurre la transmisién y evolucion de la enfermedad.

Principales hallazgos: Utilizando la informacién gendmica,
se encontré que la transmision de la enfermedad habria
disminuido luego del comienzo de la cuarentena. Sin embargo,
esta incrementd luego de unas semanas, probablemente
debido a la dificultad de mantener una cuarentena estricta en

nuestra sociedad.
Implicancias: La vigilancia genémica del virus sera util para
seguir la velocidad de transmision del nuevo coronavirus a

nivel nacional y evaluar los efectos de nuevas variantes locales.

(INS) en marzo del 2020 @?. En febrero del 2021, existian 113
genomas de casos peruanos de marzo y abril del 2020 deposita-
dos en la base de datos publica Global Initiative on Sharing All
Influenza Data (GISAID).

El objetivo de nuestro estudio fue utilizar la informacién
gendmica disponible de Peru para estimar el Rt durante los
dos primeros meses de la epidemia y determinar la dindmica
de la transmisidn inicial integrando los analisis moleculares
a las estimaciones epidemioldgicas.

EL ESTUDIO

El disefio del estudio fue descriptivo. La informacién fue ob-
tenida desde la base de datos GISAID en febrero del 2021 y
corresponde a los meses de marzo y abril del 2020. La unidad
de analisis fueron los genomas disponibles para ese periodo.
Se utilizaron 113 genomas que cumplian con las siguientes
caracteristicas: genoma completo (>29 000 pares de bases)
y un porcentaje de nucleétidos ambiguos menor a uno. Los
numeros de acceso se encuentran en el Material suplementa-
rio 1. De las muestras analizadas, 59 correspondieron a Lima
y 54, a otras regiones: Ancash, 8; Arequipa, 7; Cajamarca, 2;
Callao, 2; Cusco, 2; Hudnuco, 1; Ica, 5; Junin, 7; La Liber-
tad, 3; Lambayeque, 12; Loreto, 5. La unidad de anélisis de
tiempo fueron los dias naturales. Las secuencias fueron ali-
neadas con el programa MAFFT ®* y el genoma de referen-
cia del SARS-CoV-2 (cddigo de identificacion en GenBank:
NC_045512.2). El alineamiento multiple de secuencias fue
editado manualmente en el programa Geneious v.2020.2.3
para eliminar los flancos correspondientes a las regiones no
traducidas (UTR). El tamaiio final del alineamiento resulté
en 29409 sitios. Este alineamiento puede ser obtenido en el
Material suplementario 2.

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2021.382.6417
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La estimacion del Rt a partir de datos genéticos es posible
utilizando el modelo Birth-Death Skyline (BDSKY) . El modelo
se basa en el proceso birth-death, en el cual los individuos
generan nuevos eventos de transmision de la enfermedad a una
tasa A (birth) y se vuelven no infecciosos a una tasa § (death),
debido a la recuperacién de los hospederos, cambios en el
comportamiento, o tratamiento exitoso. El niimero reproductivo
efectivo estimado a partir de los genomas es calculado al dividir
ambas tasas.

Los parametros necesarios para modelar estas tasas
fueron estimados a partir de filogenias generadas por anali-
sis bayesiano en el programa BEAST2 (). Este programa uti-
liza cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC), estimando
los parametros del modelo BDSKY en cada generacion de la
MCMC. Se corrieron 10 MCMC, con 50 millones de genera-
ciones cada una. Cada cadena fue muestreada cada 50 000
generaciones, descartandose el primer 25% de resultados
de cada cadena (burnin). Los resultados de las 10 MCMC se
combinaron en un solo archivo (Material suplementario 3).

Lo esperado al realizar este analisis es que a partir de una dis-
tribucion inicial (a priori), y un nimero considerable de genera-
ciones, los valores tiendan a aparecer en una distribucion estacio-
naria (posterior). Cuando esto sucede, se dice que los parametros
han llegado a la «convergencia». El tamafo de muestra estimada
(estimated sample size o ESS) en la distribucion posterior nece-
saria para aceptar la convergencia de la MCMC es de 200 a mas
muestras.

Para calibrar las filogenias, se utiliz6 una tasa de sustitucion
nucleotidica de 22 905 sustituciones por afio. Esta tasa se obtu-
vo del portal de vigilancia genémica NextStrain 7. La divisién
entre la tasa y el tamano del genoma de referencia (29903 nu-
cledtidos) resultd en 0,00077 sustituciones/sitio/ano. Tasas de
mutacién similares han sido utilizadas en otros estudios de
introducciones y transmisién temprana de SARS-CoV-2 (519,

Los parametros a priori se muestran en la Tabla 1. Se
realiz6 lo siguiente: 1) el calculo de la tasa de volverse no
infeccioso (becomeUninfectiousrate), expresada en unidades
por afio, y que resulta de dividir los dias del afio entre el pro-
medio del tiempo de dias en el que un individuo es infeccio-
s0 (365/15 ~25 unidades). Se eligi6 25 como media inicial de
una distribucién normal. 2). El ancestro comun de las mues-
tras peruanas fue estimado entre fines de diciembre del 2019

Tabla 1. Parametros a priori del modelo birth-death skyline en BEAST2.

Desviacion

Parametro Media . Distribucién
estandar

becomeUninfectiousrate 25 5 Normal

Ancestro comun de las 03¢ 0,05 Normal

muestras peruanas

Niimero efectivo 1,65 1,00 Lognormal

reproductivo

*Diciembre del 2019 a enero del 2020

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2021.382.6417

y enero del 2020, por ello, elegimos una distribucién normal
con media 0,3 (hace ~110 dias) como distribucion inicial. 3).
El Rt fue estimado utilizando como parametro una distribu-
cion lognormal con media 1,65 y desviacion estandar 1, que
implica 0,1<Rt<7,1. El Rt fue calculado por cada semana,
aproximadamente.

La informacién utilizada en este trabajo procede de la
base de datos publica GISAID. Ninguno de los datos analiza-
dos presentd identificadores personales. Esta investigacion
se encuentra alineada con la necesidad de informacion para

combatir una emergencia sanitaria.

HALLAZGOS

La distribucién estacionaria de las MCMC, con convergencia
(ESS > 200), fue alcanzada en la estimacién del Rt (Tabla 2,
Material suplementario 3). La tasa de volverse no infeccioso
se calcul6 en 39,7, HPD 95%: 31,76-47,62 (HPD: intervalo de
mayor densidad de probabilidad). Este valor corresponde a
un estimado de 365/39,7 ~9 dias, HPD 95%: 7,66 a 11,5 dias,
en los cuales el individuo seguiria siendo infeccioso. El Rt fue
mayor que 1 dias antes del primer reporte de SARS-CoV-2 en
Peru (Figura 1, Material suplementario 4). El Rt disminuy6
durante la segunda semana de marzo y alcanz6 un valor Rt<1
pocos dias antes del inicio de la cuarentena. Los menores valores
de Rt se encontraron entre los dias 19 y 25 de marzo (Material
suplementario 4), luego de decretarse la cuarentena. El Rt
fluctué cercano a 1 durante las siguientes semanas hasta elevarse
nuevamente en la segunda quincena de abril del 2020.

DISCUSION

Un reporte del Rt para los primeros diez dias de la pandemia
en Perti mostré valores de 2,36-5,24 ). Otro reporte calcu-
16 un Rt de 4,4 para marzo del 2020 y una reduccién a 3,2
durante las primeras dos semanas de cuarentena . Nuestra
investigacién muestra concordancia con estas estimaciones
y con reportes que no han sido revisados por pares ®. Los
valores iniciales mds altos podrian deberse a la incertidum-
bre inicial en el célculo del Rt durante los primeros dias ©.
El control de la epidemia se obtiene sillegamos a un valor

Tabla 2. Parametros estimados utilizando el modelo Birth-Death Skyline
en BEAST2.

Intervalo al

Parametro Media 95% HPD ESS
a1 . -41376,93 -
Probabilidad posterior -41 340,88 41307.96 5261
BecomeUninfectiousrate 39,7 31,76 - 47,62 7023

Origen * 0,3 0,29-0,30 7207

2Fecha de aparicion del ancestro comun de las muestras
ESS: tamafio de muestra estimado. HPD: intervalo de mayor densidad de la
probabilidad.
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6 de marzo 16 de marzo
8 Primer caso Inicio de la
reportado cuarentena

Numero reproductivo efectivo (Rt)

Marzo

28 31 04 08 12 16 20 23
Abril

Tiempo (dias)

Figura 1.Valores estimados del Rt por el modelo Birth-Death Skyline. La incertidumbre es representada mediante una distribucién con intervalos de mayor densidad
de la probabilidad al 95% (HPD 95%) (4rea sombreada). El valor del Rt disminuye durante las dos primeras semanas de marzo y aumenta moderadamente la tltima

semana de abril del 2020.

del Rt<1. De acuerdo con nuestros resultados, la cuarentena
permitié mantener ese valor al menos una semana después
de decretada. Sin embargo, la disminucién del Rt antes del
inicio de la cuarentena podria explicarse debido a las medi-
das tomadas por el gobierno la semana previa, suspendiendo
clases y vuelos desde Europa y Asia, asi como prohibiendo
las reuniones de més de 300 personas @.

El Rt<1 se mantuvo durante la primera semana de cua-
rentena probablemente debido a las condiciones estrictas
durante los primeros dias. El posterior aumento del Rt luego
de esa semana pudo ser debido a aglomeraciones recurren-
tes en lugares ptblicos como mercados o bancos. Por ejem-
plo, por la falla en la restriccion de movilizacion de acuerdo
al sexo (3-10 abril del 2020), que provocé aglomeraciones los
dias que estaban destinados a las mujeres.

Si bien se tomaron medidas tempranas de mitigacion
estricta como el confinamiento, esto no evit6 que las perso-
nas se desplacen fuera de sus domicilios. Aunque el confi-
namiento ha funcionado en paises con mercados laborales
formales, en Peru la supresion de actividades econémicas
informales —que llegarian a mas de 72%— es una medida
insostenible en el contexto de nuestra dindmica social @9,
que pudo promover el desplazamiento de las personas fuera
de sus residencias y facilit6 la transmision del virus.

270 |

Con respecto a las limitaciones del estudio, el nimero de
genomas muestreados es pequefo en comparacion con los
casos totales reportados en Pert durante los meses de marzo
y abril del 2020. Sin embargo, otros estudios han utilizado
metodologias similares para estimar el Rt asumiendo una
frecuencia de muestreo de 102 y 10 (1/1000 a 1/100 000)
genomas por casos reportados *'?). A fines de abril del 2020,
los casos ascendian a més de 36 000, por lo que la frecuencia
de muestreo en Pert seria 113/36 000 ~10~. Aun si se con-
sidera que esta cifra oficial fuese menor a los casos existen-
tes, el valor aun se encontraria dentro del rango utilizado en
otras investigaciones.

Por otro lado, la representaciéon geografica también de-
beria ser mejorada para poder determinar el valor de Rt a
nivel regional con mas detalle. Esta es otra limitante de este
estudio, y esta relacionada con los datos publicos disponibles
en la base de datos GISAID. Por ello, se sugiere incrementar
la diversidad geografica de las muestras reportadas.

En conclusion, utilizando la informacién gendémica, se
evidencia que el Rt disminuyd considerablemente durante
la primera quincena de marzo, alcanzé su menor valor la
semana posterior al inicio de la cuarentena, pero aumento
moderadamente desde la quincena de abril.

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2021.382.6417
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Resulta evidente que se requieren mds iniciativas de se-
cuenciamiento para reforzar la vigilancia gendmica en nuestro
pais. El poder de este analisis permite el seguimiento de nuevas
mutaciones, de la introduccién de variantes fordneas y de la
aparicion de variantes locales y genera datos sobre la diversi-
dad genética del virus, su evolucién molecular y sus patrones
filogeograficos de transmision en nuestro pais. En este estudio,
la informacién genémica producida fue analizada desde un en-
foque epidemiolégico para estimar la velocidad de transmision
del virus durante la etapa temprana de la pandemia.

Debido a que los datos gendmicos complementan estu-
dios epidemioldgicos, su integracion es necesaria en un futuro
sistema nacional de vigilancia epidemioldgica que permita la
toma de decisiones en salud publica sustentadas en evidencia
generada mediante ciencia abierta y multidisciplinaria. Asi-
mismo es necesario promover la formacién de recurso hu-
mano capacitado que pueda comprender e integrar métodos
epidemioldgicos con herramientas bioinformaticas.
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