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RESUMEN 

La pandemia por el brote de SARS-CoV-2 en Wuhan - China en diciembre 2019 ha generado 

gran repercusión a nivel mundial, en donde la Amazonía ecuatoriana no ha sido la excepción. 

La alta tasa de transmisibilidad, así como también el aparecimiento de variantes genéticas de 

interés clínico han comprometido el proceso de inmunización en nuestro país. INSPI-LIP Sede 

Tena diagnosticó a 5 602 pacientes durante Julio a Noviembre 2021, donde se pudo determinar 

que en Agosto y Septiembre la curva de contagios alcanzó su menor valor y a partir de allí ha 

existido un incremento considerable. Los grupos más susceptibles fueron la población 

activamente laboral y Napo fue la provincia con mayor incidencia, arrojado por test de Chi-

cuadrado (p-value > 0,05). Se determinó el ingreso de la variante genética Delta (B.1.617.2) a 

la región Amazónica en la semana epidemiológica 36 y su predominio posterior para Noviembre 

del 2021, donde el 80% de las muestras correspondían a Delta. Es así que se atribuye el ingreso de 

Delta al incremento generado a partir de la semana epidemiológica 36. Puesto que posee 

mutaciones significativas como P681R y L452R que le confieren mayor transmisibilidad y 

evasión inmunitaria al virus. Por lo tanto, estos resultados brindan información actualizada 

sobre la pandemia en la región Amazónica y sirven como insumos para la toma de decisiones 

de vigilancia en salud pública. 

Palabras clave: Amazonía ecuatoriana, incidencia SARS-CoV-2, COVID-19, variantes de interés, 

variantes de preocupación, epidemiología. 
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ABSTRACT 

Pandemic due to SARS-CoV-2 outbreak in Wuhan - China in December 2019 has generated a 

great impact worldwide, where Ecuadorian Amazon has not been the exception. High rate of 

transmissibility, as well as the appearance of genetic variants of clinical interest have 

compromised the immunization process in our country. INSPI-LIP Tena diagnosed 5 602 

patients during july to november 2021, where it was determined that in August and 

September the contagion curve reached its lowest value and from there has been a 

considerable increase . The age group with the greatest affection were active labor 

population and Napo presented the highest incidence, determined by Chi-square test (p-

value > 0,05). The entry of the genetic variant Delta (B.1.617.2) into the Amazon region 

epidemiological week 36 and its subsequent predominance by November 2021 was 

determined, where 80% of the samples corresponded to Delta. Thus, increase generated as 

of epidemiological week 36 is attributed to the entry of Delta. Since it has significant 

identifiers such as P681R and L452R that transfer greater transmissibility and immune evasion 

to the virus.  Therefore, these results provide updated information on the pandemic in the 

Amazon region and serve as a tool for making public health surveillance decisions. 

Keywords: Ecuadorian Amazon, SARS-CoV-2 incidence, COVID-19, variants of interest, 

variants of concern, epidemiology. 
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CAPÍTULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

1.1 Antecedentes  

Diversas amenazas han surgido a lo largo de la historia de la humanidad, en el ámbito de la salud 

varias enfermedades infecciosas han significado un cambio importante en el estilo de vida de los 

afectados. El escaso o nulo conocimiento en el tema, así como factores socioambientales, 

sanitarios o políticos provocaron que los primeros brotes pandémicos tengan repercusión 

extinguiendo millones de vidas (Tabla 1) [1–3]. Tal es el caso de Yersinia pestis y el virus de la 

Influenza, quienes son los responsables por el mayor número de mortalidad con las 

enfermedades llamadas peste negra y gripe española, respectivamente [4]. Pero más importante 

aún, es que estos microorganismos aparecieron más de una vez en la historia y la mortalidad 

acumulada de todos sus brotes suman más de 300 millones de muertes. 

Tabla 1. Mayores amenazas pandémicas que han afectado a la humanidad. Adaptado y traducido 

de [5]. 

Enfermedad Responsable Año Decesos 
(personas) 

Plaga de Galen Variola virus 165 ~ 5 millones 

Plaga Bubónica Yersinia pestis 540 – 542 ~ 25 – 50 millones 

Peste negra Yersinia pestis 1346 ~ 200 millones 

Gran plaga de 
Marseille 

Yersinia pestis 1720 ~ 1 millón 

Cholera Vibrio cholerae 1817 – 1824 < 1 millón 

Gripe rusa Influenza 

A/H2N2/H3N8 

1889 < 1 millón 

Gripe española Influenza 
A/H1N1 

1918 20 – 50 millones 

Gripe asiática Influenza 
A/H3N2 

1958 < 2 millones 

Gripe de Hong Kong Influenza 
A/H3N2 

1968 < 1 millones 

SIDA 
 

HIV 1976 ~ 36 millones 
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Desde inicios del siglo XXI han surgido endemias alrededor del mundo con un menor impacto en 

comparación con las reportadas previamente (Tabla 2). Esto puede ser atribuido a características 

innatas del microorganismo, o también a un diagnóstico e identificación oportuno del patógeno 

[6–9]. Se debe destacar la diversidad microbiana latente en los últimos 20 años, lo cual es 

indicativo de implementar métodos diagnósticos cada vez más precisos para cada patógeno [10]. 

Como resultado se tiene insumos para la toma de decisiones en salud pública a fin de monitorear 

los contagios y su evolución. 

 

Tabla 2. Enfermedades infecciosas relevantes en el siglo XXI. Adaptado y traducido de [5]. 

Enfermedad Responsable Año Afectados* 
Decesos* 

(personas) 

SARS-CoV SARS-CoV 2002 - 2003 8 098 778 

Cólera de 
Zimbabwe 

Vibrio cholerae 2008 8 500 4 369 

Influenza H1N1 Influenza A 2009 Desconocido 18 000 

Meningitis oeste 
africana 

Neisseria 
meningiditis 

2009 13 516 931 

Cólera haitiano Vibrio cholerae 2010 80 000 9 985 

Fiebre de dengue Virus de Dengue 2011 21 204 < 300 

MERS MERS-CoV 2012 2 494 858 

Ébola Ébola virus 2013 28 600 11 325 

Zika Zika virus 2013 - 2014 Aprox. 2 400 29 

Cólera de Yemen Vibrio cholerae 2016 269 608 1 614 

Nipah Nipah virus 2018 19 17 

COVID – 19 SARS-CoV-2 2019 422 mill.**  5,8 mill.** 

* Datos globales generados en el periodo que surgió el patógeno. 

** Datos globales obtenidos del boletín epidemiológico de www.who.int a la fecha 22 de febrero del 2022. 

 

 

 

http://www.who.int/
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1.1.2  Métodos diagnósticos en el tiempo 

Antes del XVII, se brindaba diagnóstico basado en los síntomas (tacto, respiración, pulso, 

temperatura) que experimentaban los afectados. También se indagaba macroscópicamente los 

fluidos corporales tales como orina, sangre o saliva por métodos físicos (color, aroma, sabor, 

densidad).  La invención del microscopio en el siglo XVII abrió nuevas posibilidades para la 

investigación médica. Pudiendo desarrollarse técnicas más específicas basado en la morfología 

del patógeno o su patología tales como la bacteriología, uroscopia, histología, hematología, entre 

otras. En el siglo XX, se implementaron métodos químicos y enzimáticos (aglutinación, 

colorimetría, ELISA)  para componentes en muestras humanas. Cada vez los métodos 

diagnósticos fueron más específicos para patógenos acorde a la enfermedad que desarrollaban, 

por ejemplo, el método Ogawa Kudoh para cultivo de Micobacterium spp. causante de la 

tuberculosis [11–13]. Dando así el diagnóstico molecular que se maneja ampliamente en la 

actualidad, el mismo que se basa en el aislamiento e identificación del material genómico del 

patógeno por regiones específicas que discriminan a un microorganismo del resto [14]. La 

importancia del diagnóstico oportuno y confiable radica en brindar un tratamiento apropiado al 

paciente a fin de incrementar sus posibilidades de sobrellevar la enfermedad. 

 1.1.3 Epidemiología y su importancia 

A la par del diagnóstico de enfermedades es necesario el levantamiento de información respecto 

a los síntomas, mortalidad, transmisión, población susceptible (edad, sexo o comorbilidades), 

tratamiento, secuelas e incidencia para establecer directrices sobre el manejo ante otro brote 

inminente. La incidencia permite conocer la evolución de los contagios en un periodo 

determinado, lo cual sirve como herramienta para implementar estrategias que contengan al 

patógeno a fin de evitar un colapso en los sistemas de salud. Adicionalmente un incremento 

considerable de contagios respecto a periodos previos, es sinónimo de evolución en el patógeno. 

Motivo por el cual, es necesario emplear métodos adicionales al diagnóstico como el 

secuenciamiento a fin de esclarecer la causa genética de la elevada propagación [15,16] 
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  1.1.4 Pandemia mundial por SARS-CoV-2 

A finales del año 2019, en Wuhan – China, se reportaron casos de una neumonía particular de 

etiología desconocida. Las secuencias obtenidas revelaron un 79,6% de convergencia con el 

coronavirus relacionado al síndrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) [17,18]. En este 

sentido, se identificó al agente causal como coronavirus relacionado al síndrome respiratorio 

agudo severo 2 (SARS-COV-2) y la enfermedad que desarrolla fue denominada COVID-19 

(enfermedad del coronavirus 2019). Existe evidencia que apunta a un origen zoonótico de este 

nuevo virus. Puesto que, análisis filogenéticos describen una similitud a nivel de genoma con 

coronavirus de pangolines y murciélagos. Sin embargo, el origen del virus no ha sido establecido 

con certeza a la fecha 25 de febrero del 2022 [19,20]. 

La alta transmisibilidad del SARS-CoV-2 a escala global ocasionó que la Organización Mundial de 

la Salud (OMS) declare el 11 de marzo del 2020 como pandemia a la enfermedad COVID-19 [21–

23]. En respuesta a la declaratoria de la OMS, los gobiernos europeos tomaron una serie de 

medidas como: controlar la movilidad humana (cuarentena), cierra de fronteras y socializar 

medidas de higiene y bioseguridad que fueron seguidos por el resto del mundo [24]. 

1.1.5 Genoma y estructura del SARS-CoV-2 

El SARS-CoV-2 es un virus que pertenece a la familia Coronaviridae, género Betacoronavirus, 

subgénero Sarbecovirus y especie SARS. Dentro de la misma familia se encuentra el coronavirus 

relacionado al síndrome respiratorio agudo severo de Medio Oriente (MERS-CoV) y SARS-CoV 

que de igual manera han tenido su importancia clínica en las últimas décadas [9]. El tamaño de 

los viriones de SARS-CoV-2 es de aproximadamente 200 nm de diámetro, se encuentran 

envueltos y su genoma es de ARN monocatenario de sentido positivo.  

Su genoma completo fue obtenido por el Instituto de Virología de Wuhan el 29 de enero del 

2020. Se obtuvo de una muestra de lavado branqueoalveolar (BAL) mediante extracción de ARN 

viral usando el kit High Pure Viral RNA (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania, #11858882001), 

secuenciado por la plataforma Illumina Miseq™ (Illumina Inc., San Diego, USA) y posterior análisis 

metagenómicos en la plataforma MGmapper (PE_2.24 & SE_2.24) con secuencias de otros 

https://es.wikipedia.org/wiki/Viri%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Nan%C3%B3metro
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coronavirus [18]. Esta secuencia es usada como referencia en Global Initiative on Sharing All 

Influenza Data (GISAID) y se encuentra identificada como WIV04. 

La secuencia de WIV04 tiene 29 891 nucleótidos. Consta de cuatro genes para la síntesis de 

proteínas estructurales: Spike, envoltura, membrana y nucleocápside. La proteína Spike (S) es 

una glicoproteína de 1 273 residuos de longitud y contiene 2 regiones conocidas como S1 y S2. 

La región S1 interactúa con los receptores enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2). Mismos 

que se encuentran en el endotelio de venas, arterias, riñones, corazón, pulmones y células 

musculares. Lo que determina una infección viral generalizada. Por otro lado, S2 es responsable 

de la fusión entre el virión y la célula huésped [25]. La proteína de envoltura (E) es una pequeña 

proteína de 75 residuos que en conjunto con la proteína de membrana (M) de 222 residuos de 

longitud se encargan de mantener la forma del virión y envolver al ARN en el núcleo. La proteína 

de nucleocápside (N) es una fosfoproteína que empaca el ARN viral de forma helicoidal protegida 

por derivados lipídicos. Adicionalmente, se tiene marcos de lectura abierto (ORFs) que codifican 

proteínas no estructurales incluyendo las enzimas que aparecen durante su ciclo reproductivo 

como la enzima Rdrp (ARN polimerasa dependiente de ARN) encargada de replicar el material 

genómico (Figura 1) [26,27]. 

 1.1.6 Desarrollo de vacunas para SARS-CoV-2 

La determinación de la estructura y genoma del SARS-CoV-2 marcó un precedente en las 

farmacéuticas y academia para el desarrollo de tratamientos y vacunas en tiempo récord. Según 

la OMS, hasta el 25 de febrero del 2022 existen 146 vacunas en fase clínica y 195 en fase preclínica 

[28]. Del total, BNT16b2 – Pfizer/BioNTech es la primera vacuna aprobada totalmente y 8 vacunas 

se encuentran en fase 4 con autorización para su uso por emergencia (EUA) (Tabla 3). Las 

plataformas para el desarrollo de vacunas son diversas y abarcan maneras variadas para generar 

la respuesta inmunogénica por inoculación.  

https://es.wikipedia.org/wiki/Marco_abierto_de_lectura
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Figura 1. A. Viriones de SARS-CoV-2 infectando a células Vero E6, imagen obtenida por 

microscopía electrónica. B. Ilustración de SARS-CoV-2 con sus proteínas estructurales y genes. 

Adaptado y traducido de [18,29]. 

 

Las formas “tradicionales” incluyen el cultivo e inactivación (IV) de viriones por mecanismos 

químicos. También se tiene la atenuación (AV) por modificaciones genéticas que generan SARS-

CoV-2 con virulencia reducida, pero con inmunogenicidad similar a la obtenida por la infección 

natural. La vacuna puede estar acompañada de adyuvantes como hidróxido de aluminio para 

obtener un mayor reclutamiento inmunitario. Ambas plataformas presentan al virus completo y, 

por ende, se tiene una respuesta inmune tanto para las proteínas virales estructurales como las 

no estructurales [30,31]. Sin embargo, los anticuerpos que se enlazan a la proteína Spike, 

especialmente a su dominio de enlazamiento-receptor (RBD) previenen el acople a las células 

hospederas y neutralizan al virus [32]. En base a esto, la proteína Spike fue identificada como el 

objetivo antigénico para el desarrollo de vacunas modernas (Figura 2). 
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Figura 2. Representación gráfica de la secuencia y proteína cristalizada Spike de SARS-CoV-2 con 

sus regiones S1 y S2.TM: dominio transmembrana; CT: cola citoplasmática. RBD: Dominio de 

enlazamiento – receptor. Obtenido [33]. 

 

Las vacunas de proteínas recombinantes (PR) son expresadas en diferentes sistemas como 

células de insectos, mamíferos, levaduras y plantas [34]. Se dividen en vacunas basadas en la 

proteína Spike que incluye toda la secuencia aminoacídica, basadas en RBD que contiene la 

región de reconocimiento S1-ACE2, y virus como partículas que son viriones carentes de genoma 

[35,36]. Las vacunas por vectores de replicación incompetentes (VRI) están basados en otros 

virus que han sido diseñados para expresar la proteína S y están deshabilitados para replicarse in 

vivo. La mayoría de estos tienen de base a vectores de Adenovirus (AdV), aunque vectores de 

parainfluenza humana, virus de influenza y Sendai virus también pueden ser usados [37]. Las 

vacunas por vectores de replicación competentes (VRC) derivan de otros virus atenuados que 

fueron diseñados para expresar la proteína S y se replican una vez inoculados, generando una 
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respuesta inmunitaria elevada. Los vectores incluyen a virus de sarampión, influenza, estomatitis 

vesicular, viruela y enfermedad de Newcastle [38,39]. Las vacunas de ADN se basan en un 

plásmido que contiene el gen codificante de la proteína S, el cual se expresa posterior a la 

inoculación. Puede ser generado a gran escala en bacterias y el plásmido es altamente estable 

[40]. Las vacunas de ARN son relativamente nuevas, similar a las vacunas de ADN, conllevan la 

información genética para la síntesis del antígeno dentro del individuo vacunado. Puede usarse 

también mRNA, y usualmente son entregados por nanopartículas lipídicas (LNPs) [41,42]. Los 

resultados satisfactorios en el desarrollo de vacunas para mitigar los efectos de la COVID-19 y el 

proceso de inmunización con 10,5 billones de dosis administradas a la fecha 27 de febrero del 

2022, han permitido el levantamiento de medidas restrictivas de manera progresiva [43,44]..  

 

Tabla 3. Vacunas para SARS-CoV-2 en fase 4 de ensayos clínicos. Adaptado y traducido de [28]. 

 

 

IV: Virus inactivado, VRI: Vectores de replicación incompetente, ARN: Ácido Ribonucleico, PR: Proteína 
recombinante. 
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 1.1.7  Vigilancia genómica de variantes de SARS-CoV-2 

Los virus, a nivel evolutivo, cambian y mutan en su genoma a medida que se transmiten entre las 

personas a lo largo del tiempo. Cuando estos cambios se vuelven significativamente diferentes al 

virus original (WIV04), se les denomina “variantes”. Las variantes surgen ante la carencia de un 

sistema de corrección en el proceso de replicación del ARN viral [45]. La mayoría de los cambios 

tienen poco o ningún impacto en las propiedades del virus. Sin embargo, algunos pueden 

conllevar grandes consecuencias en lo clínico y epidemiológico. Se debe plantear un monitoreo 

constante de los polimorfismos que se generan en las secuencias genéticas del SARS-CoV-2 a fin 

de elucidar sustituciones significativas. Esto con el propósito de evaluar el riesgo que representan 

para la salud pública y optar por medidas de prevención, contención y control de la variante [46]. 

El 3 de marzo del 2020, análisis filogenéticos de 103 genomas de SARS-CoV-2 revelaron que 

existían 2 linajes principales en este grupo viral. Fueron denominados como linaje L (leucina) y S 

(serina), por los cambios aminoacídicos presentados en el codón de la posición 28 144. 

Adicionalmente, se describió una dominancia del linaje L sobre S con el 70% y 30 % de frecuencia, 

respectivamente. Este es el primer reporte de variantes genéticas que han surgido en el SARS-

CoV-2. A partir de allí, se obtuvieron nuevas clasificaciones como V y G, y más tarde, de G en GH 

y GR [47]. Actualmente se maneja la clasificación de la OMS basada en asignar una letra griega a 

las variantes (Tabla 4). La variante de Reino Unido (B.1.1.7) fue la primera del sistema, y se 

denominó Alpha. Se tiene 3 agrupaciones acorde a su importancia y son las variantes bajo 

monitoreo, variantes de interés y variantes de preocupación. Se denomina variante de interés 

(VOI) a aquella que presenta mutaciones significativas y acorde a evidencia científica, se puede 

inferir su prevalencia en la sociedad. Por lo que, requiere su monitoreo continuo para poder 

constatar su evolución[48]. Variantes de preocupación (VOC) son aquellas que previamente 

fueron asignadas como VOI, y se ha demostrado un aumento de virulencia, alta transmisibilidad 

comunitaria a largo plazo o reducción en la eficacia diagnóstica y terapias disponibles, incluyendo 

vacunas [49]. 
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Tabla 4. Variantes de SARS-CoV-2 y sus mutaciones en Spike. Adaptado y traducido de [50]. 

 

*Las variantes descritas corresponden a la fecha 10 de diciembre del año 2021, y pueden estar sujetos a cambios          

conforme transcurre el tiempo.  

Etiqueta 
Linaje 

PANGO 
Mutaciones en Spike (RBD: 319-541) Primer reporte Designación 

Variantes de interés* (VOI) 

Lambda  C.37 
G75V, T76I, − L452Q, F490S, 

D614G,T859N 
Perú, diciembre 2020 14 junio 2020 

Mu  B.1.621 
T95I, Y144S, Y145N, R346K, E484K, 

N501Y, D614G, P681H, D950N 
Colombia, enero 2021 30 agosto 2020 

 

Épsilon  

 
B.1.427 

 
S13I, W152C, L452R 

EEUU,  julio 2020 

 
noviembre 2020 

 

Eta  

 
B.1.525 

Q52R, A67V, 69-70, 144, E484K, 

D614G, D677H, F888L 

 
Nigeria, 2021 

 
14 enero 2021 

Iota  B.1.526 L5F, T95I, D253G, E484K, D614G, A701V EEUU, 2020 noviembre 2020 

Kappa  B.1.617.1 
E154K, L452K, E484Q, D614G, P681R, 

Q1071H 
India, diciembre 2020 

abril 2021 

 

Theta  

 
P.3 

141-143, E484K, N501Y, D614G, P681H 
 

Filipinas, marzo 2021 

 
abril 2021 

Variantes de preocupación* (VOC) 

Alfa  B.1.1.7 
69-70, Y144, N501Y, A570D, P681H, 

T716I, S982A, D1118H:484K, S:452R 
UK, septiembre 2020 

18 diciembre     

2020 

Beta  B.1.351 
L18F, D80A, D215G, R246I, K417N, E484K, 

N501Y, D614G, A701V 
Sudáfrica, mayo 2020 

18 diciembre  

2020 

Gamma  P.1 
L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S, K417T, 

E484K, N501Y, H655Y, T1027I 
Brasil, noviembre 2020 11 enero 2020 

 

Delta  

 
B.1.617.2 

 

T19R, G142D, E156, F157, R158G, 
L452R, T478K, D614G, P681R, D950N 

 
India, octubre 2020 

VOI: 11 abril  
2020 

VOC: 11 mayo     
2020 

 

Omicron  

 
B.1.1.529 

 

A67V, 69-70, T95I, 142-144, T145D, 

211, L212I, ins214EPE, G339D, S371L, 
S373P, S375F, K417N, N440K, G446S, 
S477N, T478K, E484A, Q493R, G496S, 
Q498R, N501Y, Y505H, T547K,D614G, 
H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, 
N856K, Q954H, N969K, L981F 

 
Sudáfrica, noviembre    
2020 

VOI: 24 
noviembre 2021 

VOC: 26 
noviembre 2021 
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 1.1.8 Mutaciones significativas 

En algunas de estas variantes las características biológicas y clínicas aún se desconocen o no están 

claras. Sin embargo, se debe destacar que han aumentado gradualmente su potencial infeccioso 

y escape inmunológico, aunque no se describe un incremento de patogenicidad [51]. La cantidad 

de mutaciones en la proteína Spike y en su RBD varía ampliamente entre linajes. Mutaciones 

como H655Y, Q677 y N679K han descrito una elevada transmisibilidad al promover una 

replicación más acelerada durante el ingreso celular [52]. Otras más como K417N, 246-253, 

G446S, F490S se caracterizan por reducir la neutralización generada por las vacunas [53]. 

Mutaciones significativas en la región RBD son las más estudiadas, es así que, N501Y, E484K y 

L452R han sido ligadas tanto al incremento de transmisibilidad como la reducción de 

neutralización inducida por las vacunas [54]. Ciertas cepas muestran solo 3 mutaciones en la 

proteínas Spike como Zeta, y otras, como Omicron recalcan hasta 37 mutaciones [55]. Motivo 

por el cual, es preocupante el aparecimiento de variantes y la sinergia que conllevan sus 

diferentes mutaciones. Recalcando que, existe una sesgo de información en cuanto a los efectos 

generados por mutaciones en el resto de proteínas estructurales y no estructurales. Tal es el 

ejemplo de una mutación en el gen ORF10 y sus posibles efectos en pacientes COVID-19 [56]. O 

también, la evasión en el diagnóstico para el gen N de kits comerciales  dado por Omicron [57].  

1.2 Planteamiento del problema 

El brote de SARS-CoV-2 en Ecuador mantuvo colapsados los centros de atención hospitalaria, 

especialmente, las unidades de cuidados intensivos (UIC) entre marzo a diciembre del 2020 [58]. 

La capacidad diagnóstica molecular para SARS-CoV-2 estaba centralizada en el Instituto Nacional 

de Investigación en Salud Pública – Dr. Leopoldo Izquieta Perez (INSPI-LIP) Sedes de Quito, 

Guayaquil y Cuenca, y ciertas universidades [59]. El tiempo de respuesta para la emisión de 

resultados de provincias amazónicas era de 3 a 5 días. Y en varios casos se rechazaban muestras 

de lugares lejanos y poco accesibles por no cumplir los criterios de aceptación, entre ellos, la 

recepción posterior a las 72 horas de tomada la muestra. Por lo cual, los datos epidemiológicos 

durante este periodo de tiempo reflejan parcialmente la realidad de la región Amazónica.   
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A medida que el virus se propagó a escala mundial, han surgido nuevas variantes con mutaciones 

significativas que las hacen dominar por sobre el resto. Entre las características más destacadas 

están el aumento de transmisibilidad y la reducción en la neutralización inducida por las vacunas 

[60]. Esto ha generado preocupación y ha comprometido el proceso de inmunización llevado a 

cabo globalmente. Adicionalmente, el secuenciamiento de SARS-CoV-2 a la fecha 2 de julio del 2 

021 describe únicamente 9 secuencias reportadas en la región Amazónica [61]. Con lo cual, no es 

posible afirmar que se ha realizado un monitoreo genómico para constatar la evolución en el 

tiempo del SARS-CoV-2, en la Amazonía ecuatoriana.  

1.3 Justificación de la investigación  

El diagnóstico oportuno de SARS-CoV-2 brinda herramientas a tiempo real del avance de la 

enfermedad COVID-19. Abarcando tanto a pacientes con pronóstico reservado como 

asintomáticos. Es así que, la incidencia como dato epidemiológico permite conocer en un periodo 

de tiempo la transmisibilidad a la que está sujeta el virus. La elevación de positividad como 

incidencia, está ligado netamente a la variante genética que circula en la población. Por lo cual, 

es necesario conocer a escala genética el responsable etiológico de la estadística. El 

secuenciamiento de SARS-CoV-2 permite elucidar mutaciones significativas en la proteína Spike 

y más específicamente la región RBD [7]. Estas mutaciones han sido descritas como los 

responsables de la transmisibilidad. Por ende, el ingreso de variantes con mutaciones como 

N501Y, E484K y L452R deben ser monitoreadas y reportadas en un tiempo oportuno [53]. O a su 

vez, reportar en caso de ser posible, la propagación de una variante endémica de la región 

Amazónica y conocer sus mutaciones. Con lo cual, los Comités de Operaciones de Emergencia 

(COEs) provinciales pueden plantear estrategias de contención en los contagios basados en los 

insumos generados durante el presente estudio. 
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1.4  Objetivo de la investigación  

Objetivo general 

• Determinar la incidencia y positividad del virus SARS-CoV-2 en la región Amazónica entre 

julio a noviembre del 2021 y su relación con las variantes genéticas circulantes. 

Objetivos específicos 

• Identificar el virus SARS-CoV-2 en muestras de pacientes sospechosos de COVID-19 

mediante RT-PCR. 

• Determinar la incidencia y positividad de SARS-CoV-2 desde julio a noviembre del 2021 

en la Amazonía ecuatoriana. 

• Identificar las variantes genéticas de importancia clínica circulantes en la población 

amazónica durante el periodo de estudio. 
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CAPÍTULO II: MARCO METODOLÓGICO 

2.1 Modelo de estudio 

Estudio prospectivo, transversal, observacional de incidencia. 

2.2 Población y procedencia de muestras 

El presente estudio incluyó 5 602 muestras de pacientes sospechosos de COVID-19 para la 

detección molecular del virus SARS-CoV-2 por la técnica RT-PCR. El sitio de muestreo englobó a 

las provincias de Napo, Pastaza, Orellana y parcialmente Morona Santiago y Sucumbíos. Se 

abarcaron localidades tanto urbanas como rurales mediante la recepción de muestras en Centros 

de Salud pertenecientes a la red del Ministerio de Salud Pública de Primer y Segundo nivel de 

atención (Figura 3). Para el estudio se incluyeron las muestras receptadas desde la semana 

epidemiológica 26 hasta la 48 del año 2021. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Red de centros de salud pertenecientes al Ministerio de Salud Pública en la región 

Amazónica que realizaron la colecta y emisión de muestras sospechosas de COVID-19 a INSPI-LIP 

Sede Tena. 
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2.3 Toma de muestra 

 2.3.1 Ficha EPI-1 y digitalización 

Previo a la toma de la muestra, el paciente proporcionó información para la creación de la EPI-1. 

La ficha EPI-1 conlleva datos del centro de salud, médico encargado del caso, epidemiología y 

sintomatología del paciente, fecha de toma y tipo de muestra. Cada centro de salud creó el caso 

clínico del paciente en cuestión en la plataforma “COVID-19 PCR Ambiente de producción” 

(www.epi.msp.gob.ec) usando la EPI-1. 

 2.3.2 Tipo de muestra 

La toma de muestras se realizó por laboratoristas y médicos capacitados de cada centro de salud 

siguiendo los lineamientos de la OMS. INSPI-LIP receptó para el análisis molecular de SARS-CoV-

2 muestras del tipo hisopados nasofaríngeos (HN) e hisopados orofaríngeos (HO) en la mayoría 

de casos. Los hisopados se suspendieron en 3 mL de medios de transporte viral (VTM) (Anexo 1) 

y fueron etiquetados acorde a la EPI-1 del paciente. Dependiendo del paciente y la evolución del 

cuadro clínico también se recibieron muestras del tipo esputo (ES), saliva (SA) y aspirados 

traqueales (AT), con la condición de realizar una re-suspensión en 5 mL de medio Medio Ealge 

modificado de Dubelcco (DMEM) una vez ingresados al laboratorio previo a la extracción de ARN. 

 2.3.3 Transporte de la muestra 

Las muestras se recubrieron con papel Parafilm al borde de la tapa y se colocaron dentro de una 

bolsa de riesgo biológico con cierre. Se transportaron dentro de un aislante térmico 

conjuntamente con geles refrigerantes para mantener una temperatura interna de 4 °C. Una 

copia del EPI-1 de cada paciente fue enviado en un sobre manila a la par de una matriz 

consolidada con la información de todas las muestras. Se selló el recipiente con el sobre manila 

en la parte superior con cinta de embalaje y se colocó dentro de una bolsa de riesgo biológico 

para el arribo al laboratorio hasta 72 horas posteriores a la toma de la muestra.  

 

 

http://www.epi.msp.gob.ec/
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2.4 Criterio de aceptación/rechazo de muestras y codificado  

Se procedió a verificar que las muestras estén a una temperatura de 4 °C, la fecha de toma de 

muestra esté dentro de las 72 horas reglamentarias, no exista daño o alteraciones en los 

recipientes de VTM, el etiquetado del tubo sea legible y corresponda al EPI-1 del paciente. 

Posterior a ello, se asignó a cada muestra un código de laboratorio según el orden de llegada 

escrito con marcador permanente en la parte superior del EPI-1 y al costado de la muestra. 

2.5 Procesamiento de la muestra 

Primero se realizó una agitación a las muestras en el equipo Vortexer (Heathrow Scienfitic, 

Illinois, USA) y se alicuotaron 300 µL en un microtubo de 1,5 mL etiquetado acorde al código de 

la muestra. Adicionalmente, se conservó 1,5 mL en otro microtubo rotulado a -20 °C. 

2.6 Protocolo de diagnóstico molecular de SARS-CoV-2 

 2.6.1 Extracción de ARN viral 

La extracción de ARN viral se realizó empleando el kit COVID19/Viral RNA extraction from 

respiratory specimens (Biomiga Inc, San Diego, USA, #: VR6568-02), basado en un sistema de 

columnas. Primero se lisó la muestra agregando 322 µL de Buffer LYE, luego se homogenizó por 

vórtex e incubó a temperatura ambiente por 10 minutos. Posterior a ello, se añadieron 600 µL 

de isopropanol y se homogenizó. Lo siguiente fue transferir 600 µL del sobrenadante a la columna 

proporcionada por el kit y se centrifugó en el equipo HERMLE Z326K (Labortechnik Gmbh, Berlín, 

Alemania) a 10 000 rpm por 30 segundos y se descartó el filtrado. Este paso se repitió por 

duplicado. Luego se lavó la columna con 500 µL de Buffer RB y se centrifugó bajo las mismas 

condiciones y descartó el filtrado. Se añadieron 500 µL de Wash Buffer y se repitió el proceso de 

centrifugación y descarte del filtrado. Se centrifugó la columna a 12 000 rpm durante 2 minutos 

a fin de retirar el residuo de etanol en la columna. Finalmente, se transfirió la parte superior de 

la columna a un microtubo codificado de 1,5 mL y se agregó 45 µL de agua tratada con DEPC para 

la elución a 10 000 rpm por 30 segundos. La columna fue descartada y el ARN viral aislado en el 
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microtubo se almacenó a -20 °C. Por cada 40 muestras, hubo un control negativo de extracción 

con 300 µL de agua DEPC en lugar de muestra. 

 2.6.2 Amplificación del gen E y gen GAPDH 

Para este procedimiento el Centro de Referencia Nacional de Influeza y otros virus respiratorios 

(CRNI) (INSPI-LIP, Guayaquil, Ecuador) implementó un método in-house. Para la amplificación del 

gen específico viral E y gen transcripto humano Gliceraldehído-3-Fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH) como control interno, se utilizó el kit LightCycler® Multiplex RNA Virus Master (Roche 

Diagnostics, Mannheim, Alemania, #: 07083173001). El kit contiene las enzimas, sales, trifosfatos 

de desoxinucleótidos, tampón y agua de grado PCR necesarios para el proceso. Sin embargo, 

carece de los oligonucleótidos y sonda imprescindible para la lectura fluorométrica.  

Los oligonucleótidos para amplificar el gen E son: Forward E_Sarbeco_F 5’-

ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT-3’, Reverse E_Sarbeco_R 5’- ATATTGCAGCAGTACGCACACA-

3’ y la sonda E_Sarbeco_P1 FAM- ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BBQ. Los oligonucleótidos 

para amplificar el gen GAPDH son: Forward GAPDH_F 5’- GTGAGGTCGGAGTCAACGG-3’, Reverse 

GAPDH_R 5’-TCAATGAAGGGGTCATTGATG-3’ y la sonda GAPDH_P ROX-

CGCCTGGTCAACAGGGTCGC-BBQ. Los cebadores fueron sintetizados a una concentración de 400 

µM y las sondas a 200 µM por la casa comercial Tib-Molbiol (Berlín, Alemania) [62,63]. 

Los reactivos descritos en el Anexo 2 fueron cargados en una microplaca de 96 pocillos de 200 µL 

(Axygen, Ciudad de México, México) a un volumen de 15 µL. Se colocaron 5 µL de ARN aislado en 

92 pocillos, los 4 restantes fueron usados para los 2 controles negativos de extracción, control 

positivo (ARN viral de muestras reportadas como positivas) y control negativo (Agua DEPC). La 

microplaca sellada ingresó al termociclador CFX-96 Real-Time (Bio-Rad Laboratories Inc., 

Hercules, USA). Las curvas para E fueron evaluadas en el canal verde (470 nm excitación, 510 nm 

detección, sonda FAM). Mientras que, las curvas para el gen GAPDH fueron evaluadas en el canal 

naranja (585 nm excitación, 610 nm detección, sonda ROX). 

La amplificación se llevó a cabo con el siguiente programa de temperaturas: retrotranscripción 

a 55 °C por 5 minutos, luego con una pre-desnaturalización a 95 ° C por 5 minutos, posterior la 
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desnaturalización a 95 °C por 5   segundos, el alineamiento a 60 °C por 15 segundos y la extensión 

a 72 °C durante 15 segundos. Se programó 45 ciclos con la fase de alineamiento como el punto 

de lectura fluorométrica de las sondas. Finalmente,  el enfriamiento a 4 °C por 30 segundos 

previo a dar por finalizada la amplificación (Anexo 3). 

 2.6.3 Interpretación y reporte de resultados 

La corrida de RT-PCR se consideró validada cuando el Ct del control positivo fue similar a la 

reportada inicialmente, y nula amplificación para los controles de extracción y negativo. 

Adicionalmente, las muestras con curvas sigmoidales y valores de Ct < 33 y 28 para el canal 

verde y naranja, respectivamente, fueron reportadas positivas para la detección de SARS-CoV-

2 (Anexo 4). Una vez validado los criterios para cada muestra, se procedió a subir el resultado 

en la plataforma “COVID-19 PCR Ambiente de producción”. 

2.7 Base de datos COVID-19 INSPI TENA 

La EPI-1 de cada paciente fue tabulada en el programa Microsoft Excel (V.2201) en el siguiente 

orden: semana epidemiológica, código de laboratorio, nombre completo, cédula, edad, género, 

provincia (paciente), ciudad, parroquia, provincia de procedencia (muestra), centro de salud, 

tipo de muestra, fecha de inicio de síntomas, fecha de recepción, fecha de resultado, resultado 

y Ct, una vez realizada la detección molecular de SARS-CoV-2.  

2.8 Análisis de datos 

 2.8.1 Cálculo de incidencia 

La incidencia se calculó por cada 100 000 personas y semanalmente mediante la siguiente 

fórmula: 

Incidencia semanal =  
Casos positivos semanales

Población susceptible
∗ 100 000 

El número inicial de personas susceptibles (n=626 829) fue obtenido por la resta entre la 

población total (n=648 438) de las provincias de Napo (n=103 697), Orellana (n=136 396), 

Pastaza (n=83 933), Sucumbíos (n=176 472) y Morona Santiago (n=147 940) 
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(www.ecuadorencifras.gob.ec) y el número de casos positivos confirmados por RT-PCR en las 

mismas provincias (n=21 609) reportados en el boletín epidemiológico del Ministerio de Salud 

Pública (www.salud.gob.ec) de fecha 28 de junio 2021. Posterior a ello, la población susceptible 

se actualizó acorde se reportaban casos positivos en el transcurso de las semanas 

epidemiológicas. La incidencia se calculó de manera global para las 5 provincias, y desagregada 

para cada una de ellas.  

 2.8.2 Test de Chi – Cuadrado 

El test de Chi-cuadrado bilateral fue realizado en el programa RStudio (2021.09.2) con un nivel 

de significancia de 0,05. El estadístico fue usado para comparar las proporciones de pruebas 

positivas por edad, género y provincia en el transcurso del estudio, y determinar si existe una 

diferencia estadísticamente significantiva para relacionar la positividad con la variable 

categórica. Para edad se dividió en 5 grupos etarios: 0 a 15 años, 16 a 30 años, 31 a 45 años, 46 

a 65 años y 65 años en adelante. Las 5 provincias fueron analizadas por separado. Mientras que, 

para género se distribuyó en masculino y femenino. 

 2.8.3 Porcentaje de positividad 

El porcentaje de positividad se obtuvo filtrando la información en la base de datos acorde a la 

agrupación de la variables categóricas tipo de muestra y síntomas. Para el tipo de muestra se 

tuvo: hisopado nasofaríngeo, orofaríngeo o ambos, esputo, saliva y aspirados traqueales. Y para 

síntomas se dividió en sintomático y asintomático. El porcentaje de positividad se calculó 

mediante:  

Porcentaje de positividad =  
Casos positivos 

Muestras totales
∗ 100 

 

2.9 Vigilancia genómica y envío de muestras 

Se seleccionaron 80 muestras positivas con Ct < 25 para secuenciamiento durante todo el 

periodo de estudio. Se realizaron 3 envíos en las siguientes fechas 10 de julio (15 muestras), 05 

de octubre (35 muestras) y 22 de noviembre (40 muestras) hacia el CRNI para su respectiva 

http://www.ecuadorencifras.gob.ec/
http://www.salud.gob.ec/
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secuenciación usando la plataforma NGS Illumina Miseq™ (Illumina Inc., San Diego, USA). En 

este sentido, las muestras madres obtenidas durante el procesamiento con su respectiva EPI-1 

y una matriz consolidada de las muestras fueron enviadas en un aislante térmico con geles 

refrigerantes. 

2.10 Secuenciamiento NGS Illumina Miseq 

Descrito brevemente, se realizó la extracción de ARN viral en las 80 muestras seleccionadas 

empleando el kit COVID19/Viral RNA extraction from respiratory specimens (Biomiga Inc) 

eluidas en 45 µL de agua DEPC. 15 µL de ARN viral aislado fueron pre-tratados con DNasa 

mediante el kit ezDNase™ Enzyme (Life Technologies, Carlsbad, USA). Esto con el fin de 

incrementar la sensibilidad en la detección de RNA viral (concentración de 2 a 50 ng/µL) y 

descartar la contaminación humana. Se realizó la amplificación aleatoriamente de ácidos 

nucleicos usando el kit Complete Whole Transcriptome Amplification 2 (WTA2) (Sigma-Aldrich, 

Darmstadt, Alemania) y las bibliotecas por tagmentación fueron realizadas con el kit Illumina 

Nextera XT (Illumina Inc., San Diego, USA). La biblioteca fue secuenciada en Ilumina Miseq 

(Illumina) con una configuración máxima de lectura de 2x150 pb. 

Luego del proceso de secuenciación,  se verificó a través del sistema operativo Linux la calidad 

de las secuencias producidas mediante el software FASTQ estableciendo una calidad mínima 

Q≥30. Posteriormente, se eliminó los adaptadores y primers con el programa Trimmomatic 

v.0.38. Se filtraron y eliminaron secuencias humanas usando la referencia WIV04 y el algoritmo 

de BWA v.0.15-r1140, obteniendo las secuencias consensos. Las secuencias consensos fueron 

mapeadas frente a WIV04 usando el software Bowtie 2, para determinar sus modificaciones. Y 

finalmente, mediante BLAST en GISAID (www.epicov.org ) se pudo identificar su linaje con 

genomas de 100% de cobertura. A libre disponibilidad del CRNI, las secuencias en formato fasta 

con su respectivo metada fueron subidas al repositorio de GISAID (www.gisaid.org ). Sin 

embargo, el resultado de linaje de las 80 muestras fue remitidas en Excel para INSPI-LIP Tena. 

 

 

http://www.epicov.org/
http://www.gisaid.org/
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2.11 Adquisición de genomas en GISAID 

Nextstrain ( www.nextstraing.org ) es una interfaz ligada a la base de datos de GISAID que 

permite interactuar con las secuencias de SARS-CoV-2. Para el estudio, se procedió a filtrar las 

secuencias correspondientes a las provincias de Napo, Orellana, Pastaza, Sucumbíos y Morona 

Santiago y que pertenezcan al CRNI. Se obtuvieron 32 genomas de las 80 muestras 

seleccionadas para secuenciamiento a la fecha 30 de noviembre del 2021, posteriormente, con 

el código de asignación se procedió a descargarla de GISAID (www.epicov.org ). 

2.12 Genotipificación en el tiempo  

Se filtró en Nextstrain ( www.nextstrain.org ) por división administrativa (provincias), se 

seleccionó por regiones: Costa (7 provincias), Sierra (10 provincias), Amazonía (6 provincias). 

Una vez realizado aquello, se obtuvo gráficas de frecuencias de las variantes genéticas en el 

tiempo.  

2.13 Construcción de árbol filogenético 

En el software MEGA X, los 32 genomas en formato fasta fueron alineados y posteriormente, 

los criterios para construcción filogenética se basaron en el método Bootstrap, UPGMA como 

método estadístico y máxima probabilidad compuesta. Las muestras se hallan identificadas 

como hCoV-19/País/Código asignado por CRNI/Nomenclatura subida en GISAID. 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.nextstraing.org/
http://www.epicov.org/
http://www.nextstrain.org/
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CAPÍTULO III: PRESENTACIÓN DE DATOS Y RESULTADOS 

Durante el periodo de junio a noviembre 2 021 se obtuvieron un total de 5 602 muestras 

sospechosas de COVID-19. De las cuales, 1 351 (24,11%) resultaron positivas para la detección 

molecular del virus SARS-CoV-2. Mismas que proceden: 2 617 de Napo (Coordinación Zonal 2 

Salud), 1 407 de Orellana (Dirección Distrital 22D03), 658 de Sucumbíos (Dirección Distrital 

21D02), 468 de Morona Santiago (Dirección Distrital 14D01) y 450 de Pastaza (Dirección Distrital 

16D01, 16D02). Teniendo en cuenta los hospitales: Hospital José María Velasco Ibarra, Hospital 

General Puyo, Hospital General Francisco de Orellana, Hospital Franklin Tello, Hospital Básico 

IESS Tena, Hospital Básico Baeza, Hospital del Día Tena y Hospital Básico Shushufindi. Agregando 

los centros de salud de primer y segundo nivel de atención en las 5 provincias. Abarcando grupos 

edad desde recién nacidos hasta pacientes geriátricos. Y receptando diversos tipos de muestra 

tales como 4 991 HN, 75 HO, 389 HN-HO, 133 ES, 15 SA y 4 AT.  

3.1 Análisis de datos 

 3.1.1 Incidencia global 

La incidencia del virus (casos positivos por cada 100 000 personas-semanal)  en las semanas 

epidemiológicas 26 y 27 fueron 21,54 y 28,72, respectivamente. Estos valores fueron los más 

altos reportados durante todo el periodo de estudio. Partiendo en la semana 28 se describe un 

decrecimiento paulatino hasta la semana 35 con la cifra de 1,76, siendo este, el punto más bajo 

de incidencia alcanzado. A medida que avanzan las semanas epidemiológicas, se refleja una 

tendencia de alza en la incidencia, con la semana 46 con el nuevo pico de 15,02 (Figura 4). 
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Figura 4. Incidencia global de casos positivos para la detección del virus SARS-CoV-2 por cada 100 

000 personas por semana, reportados por INSPI-LIP Sede Tena durante las semanas 

epidemiológicas 26 a 48 (julio a noviembre) del año 2 021.  

 3.1.2 Incidencia desagregada por provincias 

El test de chi-cuadrado de incidencia desagregada por provincia arrojó un p-value 2,2*10−16 < 

0,05. Entonces se denota una relación dependiente entre la incidencia y el lugar de procedencia 

de las muestras. Para el caso de Napo se tiene 2 617 muestras receptadas siendo la provincia con 

más pruebas RT-PCR realizadas (46,71%). Adicionalmente, Napo presenta los valores más altos 

de incidencia durante todo el periodo. Siendo la semana 27, el mayor pico de incidencia con 

79,88. Mientras que, Sucumbíos tuvo 17,57 en la semana 47, que fue el valor más bajo de 

incidencia entre todas las provincias en su pico máximo. Recalcando que se analizaron 658 

(11,74%) muestras de este lugar. Lo cual describe que Napo y Orellana con el 71,83% del total de 

ensayos realizados, son las provincias con las cifras más altas de incidencia durante julio a 

noviembre del año 2 021 (Figura 5). 
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Figura 5. Incidencia desagregada por provincia de casos positivos para la detección del virus 

SARS-CoV-2 por cada 100 000 personas por semana, reportados por INSPI-LIP Sede Tena durante 

las semanas epidemiológicas 26 a 48 (julio a noviembre) del año 2 021. 

3.1.3 Chi – cuadrado por grupos etarios  

El test de chi-cuadrado para esta categoría resultó en un p-value 0,00419 < 0,05. Lo cual se 

traduce en una relación estadísticamente significativa para la positividad de las muestras y los 

grupos etarios. Es así que, las agrupaciones de 16 a 30 años, 31 a 45 años y 46 a 65 años describen 

los valores más altos durante las 23 semanas epidemiológicas. Siendo la semana 27, con 60, 67 y 

36 casos positivos, respectivamente, el umbral más alto registrado por los 3 grupos. Por otro 

lado, para los grupos de 0 a 15 años y 65 años en adelante el límite superior de casos positivos 

es 8 y 13 en la semana 26. Es así que, se puede interpretar que la población de 16 a los 65 años 

fue más susceptible a contraer el virus SARS-CoV-2 durante las semanas epidemiológicas 26 a 48 

del año 2 021 (Figura 6). 
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Figura 6. Distribución de casos positivos por semana para la detección del virus SARS-CoV-2 según 

los grupos etarios, reportados por INSPI-LIP Sede Tena durante las semanas epidemiológicas 26 

a 48 (julio a noviembre) del año 2 021.  

 3.1.4 Chi – cuadrado por género  

A pesar de que existe una brecha de 470 muestras analizadas entre ambas agrupaciones, el test 

de chi-cuadrado arrojó un p-value de 0,841 > 0,05. Por tal motivo, es posible afirmar que no existe 

una relación estadísticamente significativa para atribuir los casos positivos en relación al género. 

Lo cual se refleja durante todo el periodo de estudio (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Casos positivos por semana para la detección de SARS-CoV-2 acorde al género. 
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3.1.5 Positividad de casos para SARS-CoV-2 acorde al tipo de muestra 

El 89,09 % de muestras analizadas correspondió a hisopados nasofaríngeos, los cuales tuvieron 

un 24,48 % de positividad. Dentro del porcentaje restante se agruparon muestras de hisopados 

orofaríngeos,  hisopados naso-orofaríngeos, esputo, saliva y aspirado traqueal. En este grupo 

predominó la positividad en esputo y saliva con 32,33 y 26,67 % , respectivamente (Figura 8). 

 

 

 

 

 

Figura 8. Porcentaje de positividad para SARS-CoV-2 en diferentes tipos de muestras sospechosas 

para COVID-19 analizados por INSPI-LIP mediante RT-PCR. 

3.1.6. Positividad de casos para SARS-CoV-2 acorde a síntomas 

El 13,57 % de las 884 muestras analizadas en pacientes asintomáticos fueron reportadas como 

positivas, por otro lado, para sintomáticos se tiene el 25,14 % de positividad de las 4 718 restantes 

(Figura 9). 

 

 

 

 

 

Figura 9. Porcentaje de positividad para SARS-CoV-2 basado en la sintomatología. 
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3.2 Genotipificación en el tiempo 

En Nextstrain se generó la gráfica de frecuencias relativas para las variantes genéticas circulantes 

en cada región. Sin embargo, para una mayor interpretación se amplió el periodo de estudio 

siendo la semana epidemiológica 22 (junio) el punto de inicio actualizado.  

En la semana 22 (junio), se observó en la región Costa la presencia de las variantes de interés 

Alpha V1, Gamma V3, Iota y Lambda con una ligera codominancia de las dos últimas. En la Sierra, 

se tuvo Lambda, los primeros reportes de Mu en Ecuador, e Iota con una dominancia del 60% por 

sobre el resto. Mientras que, en la Amazonía se registró el ingreso rezagado de las variantes 

Gamma V3 y Lambda a la región, adicionalmente, las variantes Alpha V1 e Iota empiezan a ser 

desplazadas por parte de las 2 ingresantes.  

En la semana epidemiológica 26 (julio), en la Costa se reportó la dominancia con el 52% de 

frecuencia para la variante de interés Alpha V1, una presencia mínima de Gamma V3 y el declive 

total de Iota y Lambda. Sin embargo, esta fecha es relevante pues se generaron los primeros 

casos de la variante de preocupación Delta. En la Sierra, se observó un ascenso considerable en 

la frecuencia para Mu con el 27%, la dominancia de Lambda en el 40% de muestras secuenciadas, 

y el resto corresponde a Gamma V3 y Alpha V1. En la Amazonía, se tuvo una codominancia por 

parte de Lambda y Gamma. 

En la semana epidemiológica 31 (agosto), en la Costa la variante Delta se convirtió en la 

dominante obteniendo un 58% de frecuencia, se describe una presencia mínima de Gamma V3 y 

Alpha V1. Adicionalmente, se tuvieron los primeros casos de Mu en la región. En la Sierra, Gamma 

V3 presentó un 40% de frecuencia, seguido por Lambda con un 19%, Alpha V1 y Mu se hallan 

distribuidos con el porcentaje restante. En la Amazonía, se mantuvo la misma tendencia de la 

semana 26 con la codominancia de Lambda y Gamma. 

En la semana epidemiológica 35 (septiembre), en la Costa se tiene una codominancia con cerca 

del 50% de la variante de interés Mu y la variante de preocupación Delta. En la Sierra y Amazonía, 

Mu escala hasta el 65% de frecuencia y se tiene el ingreso de Delta a ambas regiones como 

respuesta a contagios comunitarios. En la semana epidemiológica 39 (octubre), en la Costa y 
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Sierra, Mu pasa a ser desplazada totalmente por Delta que obtiene una frecuencia del 82% y 95%, 

respectivamente. En la Amazonía, Delta continúa expandiéndose lentamente con un 40% de 

dominancia y el resto distribuido entre Mu y Lambda. 

Para la semana epidemiológica 44 (noviembre), en la Costa y Sierra se observa una dominancia 

total por parte de Delta con más del 99% de frecuencia. Mientras que, para la Amazonía aún se 

reportan casos de Mu con un 12% de frecuencia, 80% de dominancia por Delta y el 8% restante 

para algunos casos de Gamma V3. Para la semana epidemiológica 48 (noviembre), en la 

Amazonía, Costa y Sierra se mantiene la dominancia de Delta con más del 95% de frecuencia. Sin 

embargo, se reportó el ingreso de la variante de preocupación Omicron en las 2 últimas regiones 

mencionadas (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Frecuencia relativa de variantes genéticas durante las semanas epidemiológicas 22 

(junio) a 48 (Noviembre) del año 2021. A. Amazonía B. Sierra C. Costa. 
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3.3 Sublinajes de variante Delta 

Dentro de la región Amazónica se reportaron 35 casos de la variante de preocupación Delta. En 

este grupo se logró identificar 8 sublinajes que corresponden a mutaciones en los segmentos 

A222V y Y145H → (AY.X) de la proteína Spike. En este sentido, AY.4 y AY.122 sobresalen del resto 

con 28 % y 26 % respectivamente. Los 6 sublinajes faltantes se distribuyen en menor proporción 

con AY.43 como tercero con el 17 % de frecuencia (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Sublinajes detectados en las 35 muestras reportadas como Delta por secuenciamiento 

en la plataforma NGS Illumina Miseq™ y posterior comparativa con la referencia WIV04. 

3.4 Árbol filogenético 

En el árbol filogenético es posible visualizar los 5 clados de las variantes genéticas que circularon 

en la región Amazónica durante la semana epidemiológica 26 a 48 del año 2021. Dentro de los 

mismos, 4 pertenecen a variantes de interés y 1 a variante de preocupación obtenidos a partir 

de su identificación por genoma completo. Los clados se encuentran etiquetados por su nombre 

(linaje PANGO). Tomado como referencia la menos divergente se tiene el taxón de Alpha 

(B.1.1.7), la tasa evolutiva del virus SARS-CoV-2 generó el aparecimiento de nuevas variantes 

con más polimorfismos dentro de su genoma. En consecuencia, el taxón de Lambda (C.37) y 
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Gamma (P.1) revela una alta similaridad a pesar de su divergencia con referencia a la secuencia 

WIV04. Por otro lado, Delta (B.1.167.2) es la más divergente de las 5 con un alto número de 

mutaciones. Motivo por el cual, se tiene 22 genomas completos de esta variante, y dentro de 

ella, se encuentran los 8 sublinajes descritos en la sección 3.3 (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Análisis filogenético por el método Boostrap, UPGMA como método estadístico y 

máxima probabilidad compuesta de los 32 genomas completos del virus SARS-CoV-2 circulantes 

en la región Amazónica, subidas por el CRNI a GISAID obtenidas por secuenciamiento de nueva 

generación mediante la plataforma Illumina Miseq™ (Illumina Inc.). 
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CAPÍTULO IV: INTERPRETACIÓN Y DISCUSIÓN 
 
4.1 Incidencia global 

 
Es necesario mencionar el contexto en que se desarrolló el estudio, a inicios del mes de Junio 

el gobierno emprendió el Plan de Vacunación 9-100, en este sentido, la inmunización se vio 

incrementada de manera masiva con un pico de 428 mil vacunados en la fecha 16 de julio del 

2021 [64]. Teniendo en cuenta que las vacunas usadas en su mayoría Pfizer y Sinovac alcanzan 

su máxima respuesta inmunitaria de primera dosis en los posteriores 10 a 12 días, y los 7 días 

posteriores  a segunda dosis [65–67]. La reducción de incidencia de casos COVID-19 desde la 

semana epidemiológica 30 tiene relación directa con el proceso de vacunación. 

Sin embargo, a finales del mes de Agosto el reporte de la llegada de los 2 primeros casos de la 

variante Delta, así como también el ascenso de VOI Mu por su elevado número de mutaciones, 

dieron como resultado que los casos positivos para SARS-CoV-2 en la Amazonía ecuatoriana 

tuvieran tendencia a elevarse nuevamente. Esto está ligado estrictamente a las variantes 

genéticas circulantes, puesto que, Delta es característico por presentar mayor carga viral 

expresado en un Ct más bajo en el diagnóstico molecular por RT-PCR, mientras que para VOI 

Mu, los reportes preliminares describen potenciales propiedades de evasión inmunitaria como 

también un Ct ligeramente mayor a Delta [68,69]. 

Adicionalmente en el ámbito social, desde la implementación de la vacunación masiva las 

medidas de restricción en lugares de aglomeración se vieron alivianadas, la baja predisposición 

de la población por acatar medidas de bioseguridad, anuncio de retorno a clases presenciales 

y varios feriados que han transcurrido, dieron como consecuencia el ascenso considerable de 

la incidencia de COVID-19 a partir de la semana epidemiológica 43 teniendo a la VOC Delta 

como agente circulante principal etiológico en la Amazonía.
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4.2 Incidencia desagregada 
 

En grupo etario, se establece que a pesar de haber existido una vacunación temprana para los 

grupos vulnerables que comprenden tercera edad, la incidencia se mantuvo elevada atribuido 

al bajo número de muestras receptadas y el descenso de la respuesta inmunitaria [70]. 

Agregando que el objetivo de la inmunización es la prevención de la hospitalización o muerte, 

más no de la adquisición de la enfermedad como tal [66]. Encontrándose casos de síntomas 

leves que pudiesen ser controlados con el aislamiento de 10 días posterior al diagnóstico [71]. 

Los grupos de edad que engloban la población activamente laboral, comprendieron el mayor 

número de muestras receptadas como resultado de la exposición diaria a esta enfermedad 

[72]. 

La ubicación del laboratorio en el centro de la Amazonía, permitió la recepción en el tiempo 

establecido de las muestras para un diagnóstico óptimo. Napo como sede fue la provincia más 

beneficiada de este servicio, lo cual se refleja en las decisiones tomadas por autoridades 

locales ante cualquier incremento leve de casos o el reporte de ingreso de variantes. 

Destacando que Morona Santiago y Sucumbíos mantuvieron un envío parcial de muestras, al 

tener en conjunto laboratorios de diagnóstico con cercanía en Quito y Cuenca, como también 

la disponibilidad del laboratorio de IKIAM brindando el diagnóstico para el distrito de salud 

21D02 (Sucumbíos) e Hospital IESS Puyo (Pastaza). 

En cuanto al género , no es posible determinar características en cada género que permitan 

inferir vulnerabilidad para cualquiera de los dos casos. En vista que, el ingreso de SARS-CoV-2 

se da por el reconocimiento con la proteína S conjuntamente con ACE2; y para ambos grupos 

se obtiene las mismas características citológicas, esto se denota en la similaridad de incidencia 

presentado para los ambos casos. En cuanto al tipo de muestra, el mayor número fue receptado 

en hisopados nasofaríngeos y orofaríngeos, lo cual, aumenta la sensibilidad en la detección 

molecular del SARS-CoV-2  [73]. Sin embargo, el protocolo in-house implementado por el CRNI 

abarcó un amplio rango de muestras, presentando positividad inclusive en ¼ de aspirados 

bronquealveolares analizados.
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La prevención y control de la pandemia por entidades gubernamentales produjo el 

lanzamiento de campañas para tomas de muestras a personas sin referencia de síntomas, 

dando como resultado, que 120 pacientes asintomáticos fueran aislados, evitando la 

propagación de más casos. Pues es conocido que, a pesar de no existir síntomas asociados al 

diagnóstico, igualmente se podría dar transmisibilidad [74]. 

4.3 Genotipificación en el tiempo y sublinajes de delta 
 

A escala regional, se observa que, tanto Costa como Sierra tienen el ingreso de variantes de 

interés y preocupación antes que la Amazonía. Esto principalmente se encuentra ligado a la 

presencia de aeropuertos internacionales en ambos sitios. La variante Delta desplazó la 

dominancia presentada por Alfa, lo cual se ha descrito en otros lugares como Estados Unidos 

y Europa que afirman el incremento de transmisibilidad debido a la elevación de la carga viral 

en los periodos iniciales de infección [75]. A escala genética, la alteración más importante en 

la proteína Spike, específicamente el segmento P681R una mutación no silenciosa transforma 

un residuo de prolina a arginina y facilita la entrada viral de manera más eficiente que Alfa, 

puesto que, también se ha reportado el cambio aminoacídico en la misma posición, pero por 

un residuo diferente [76].  

El SARS-CoV-2 original requiere dos cortes de la proteína S, en S1 y S2 por enzimas del 

hospedero para poder ingresar a la célula y continuar con el ciclo de replicación. Mientras que, 

para SARS-CoV-2 con mutaciones N501Y, E484K y L452R específicamente en la variante Delta 

y Alfa, el cambio genera un sitio de clivaje de furina (enzima presente en la célula hospedera). 

Es así que se da una preactivación viral en las nuevas partículas que emergen de una célula 

infectada, de manera que para poder ingresar hacia otras células es requerido un único corte lo 

cual lo hace más efectivo para la replicación [77–79]. Estas no son las únicas mutaciones que 

han generado una propagación más acelerada en la variante Delta, esta se ve complementada 

por varias otras, como A222V y Y145H (AY.X) que ha provocado la clasificación por sublinajes 

basado en variaciones dentro de estos segmentos. Pues es conocido que, alteraciones de estos 

nucleótidos aumentan la afinidad entre S-ACE2, esto quedó reportado con Delta AY.42 o 

también llamada Delta Plus que colapsó los servicios de atención médica en la India [76]. 
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Mutaciones en Mu se localizan en el dominio N-terminal de la proteína S y en otras regiones, 

varias de ellas ya descritas en otras variantes de preocupación. Sin embargo, E484K afecta el 

dominio de reconocimiento para anclaje y ha mostrado una gran reducción en la sensibilidad 

de los anticuerpos generados por infección natural y vacunación [69]. A pesar de no tener gran 

incidencia, ha sido reportada en 39 países siendo Estados Unidos, Colombia, Canadá y Ecuador, 

como aquellos con mayor infecciones diagnosticadas [80] Cabe recalcar que, esta variante a 

pesar de encontrarse en VOI no ha sido punto de atención para el desarrollo de estudios a fin 

de elucidar más a profundidad las posibles afectaciones que pudiese generar. Finalmente, el 

ingreso de la variante de preocupación Omicron a Ecuador el 29 de noviembre del 2021 

despertó alerta en las entidades de salud. Sus 37 mutaciones, de las cuales 15 están en RBD 

deja en claro que es necesario mantener la vigilancia genómica. Y a su vez, promover la 

investigación en la elucidación de la actividad clínica relacionada tanto a las mutaciones en la 

proteína Spike como al resto del genoma [81]. 

CAPÍTULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

El brote de SARS-CoV-2 en la región Amazónica tuvo la incidencia más elevada durante la 

semana epidemiológica 26 y 27 (julio) del 2021. Posteriormente, se mantuvo en decrecimiento 

con hasta la semana 35. A partir de allí, se tuvo un incremento paulatino de las cifras de 

incidencia. Los grupos etarios más susceptibles comprenden aquellos que se encuentran en el 

estrato laboral.  El resultado de secuenciamiento del genoma de SARS-CoV-2 reveló el ingreso 

de la variante de preocupación Delta (B.1.617.2) a la Amazonía en la semana epidemiológica 

36 y su posterior dominio. Es así que se tiene como agente etiológico del incremento de casos 

a la variante Delta. Mismo que presenta diferentes mutaciones en la proteína Spike y su región 

RBD como las más destacadas se tiene a P681R y L452R que le confieren mayor transmisibilidad 

y evasión inmunitaria. Motivo por el cual, es necesario la vigilancia epidemiológica y genómica 

a fin de generar insumos para la toma de decisiones en salud pública.  
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ANEXOS 
 

Anexo 1. Tabla detallada de los diferentes medios de transporte viral usado para la colecta 

de especímenes sospechosos de COVID-19. 

 

Marca Formulación Almacenamient
o 

Volumen 

[mL] 

Color 

Linkgen Guanidina

 Isocianato

, citrato de sodio, etanol, 

agua ultrapura. 

4 °C. 3 Incoloro 

Citoswab Búfer Tris-HCl, EDTA, NaCl, 

Sal de Guanidina. 

4 °C. 3 Coral 

DMEM 1X (Modificación de 

Dulbecco del medio de 

Eagle) con 4,5 g/L de 

glucosa y L-glutamina sin 

piruvato de sodio. 

4 °C 3 Rojo 

Kang Jian Solución de sal de Hank 

(Isocianato de guanidina) 

4 °C 3 Incoloro 

PBS PBS 4 °C 3 Incoloro 

BDS No refiere, sin embargo, 

contiene sal de Guanidina. 

4 °C 3 Verde 

amarillent
o 
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Anexo 2. Composición de master mix para llevar a cabo la amplificación de los genes E y 

GAPDH en la  detección molecular de SARS-CoV-2. 

 
 

 

INSPI-LIP, CRN Influenza y otros virus respiratorios 

Reactivos 
Volumen µL (1x) Volumen µL (100x) 

 

H2O Ultra Pura 4,7 530 

Master mix 5 500 

Primer _ GenE (F) 1 100 

Primer_GenE (R) 1 100 

Sonda_GenE (Fam) 0,5 50 

Primer _ GenGAPDH (F) 1 100 

Primer_Gen GenGAPDH 
(R) 

1 100 

Sonda_Gen GenGAPDH 
(Rox) 

0,5 50 

Enzima 0,3 30 

Gen amplificado: Gen E - SARS-CoV-2, GenGAPDH-Control interno 

Sonda usada: FAM y ROX 

Taq: Transcriptasa inversa recombinante única (200x 

concentrada) y una mezcla completa de reacción de PCR 5x con 

AptaTaq Fast DNA Polimerasa (Roche ). 
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Anexo 3. Condiciones del termociclador para la corrida 
 
 
 

 

 

Anexo 4. Diagnóstico molecular de un caso positivo para SARS-CoV-2 denotando la curva 

sigmoidal y un Ct < 33. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 


	71e0f9ef943b1b381015cd0871229875e68f69e1096826ebf6e774627001c19b.pdf
	71e0f9ef943b1b381015cd0871229875e68f69e1096826ebf6e774627001c19b.pdf
	71e0f9ef943b1b381015cd0871229875e68f69e1096826ebf6e774627001c19b.pdf

