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RESUMEN

El presente estudio evalud la asociacion entre la mutacion D614G en el genoma del
SARS-CoV-2 y la presencia de disfunciones quimiosensoriales (pérdida o
alteracion del gusto y/o olfato) en pacientes con COVID-19, utilizando datos del
estudio madre “Caracterizacion molecular de SARS-CoV-2, sintomas y eventos
post COVID-19 en una poblacién de Lima durante los afios 2021 y 2022”. Este
proporcion6 informacion del secuenciamiento viral y encuesta de sintomas, de las
cuales se analizaron 365 datos en un estudio de disefio transversal. Las secuencias
fueron procesadas con Porechop y NanoPlot, generando genomas consenso
mediante el protocolo ARTIC y Medaka, usando como referencia MN908947. La
poblacion estuvo conformada por el 54.1% mujeres y 45.9% varones. De los 133
pacientes que reportaron disfunciones quimiosensoriales, el 89.5% refiri6 que estas
tuvieron una duracion menor a un mes. El andlisis bivariado no encontrd asociacion
significativa entre la mutacion D614G y las disfunciones quimiosensoriales (p =
0.090). No obstante, se encontraron asociaciones significativas con la variante viral
(p <0.001), la presencia de otros sintomas respiratorios (p = 0.005) y la duracién
maxima de sintomas (p < 0.001). En el andlisis multivariado, tampoco se encontrod
asociacion significativa con la mutaciéon D614G (p = 0.958). Tampoco fueron
significativas las variables sexo (p = 0.187), edad (p = 0.212), otros sintomas
respiratorios (p = 0.215), vacunacion (p = 0.134) ni duraciéon méxima de sintomas
(p = 0.837). En cambio, se observo asociacion significativa con la variante viral:
los pacientes infectados con Lambda tuvieron 2.51 veces mas probabilidad de
presentar disfunciones quimiosensoriales respecto a Omicron (IC 95%: 1.28-4.88;

p =0.007). Delta, Gamma y otros no fueron significativas. Los hallazgos sugieren



que la apariciéon de disfunciones quimiosensoriales se asocia con la variante
Lambda, no a la mutacion D614G ni otras variables clinicas o demograficas

evaluadas.

PALABRAS CLAVE
SARS-COV-2, COVID-19, DISFUNCIONES QUIMIOSENSORIALES,

MUTACION



ABSTRACT

This study evaluated the association between the mutation D614G of the SARS-
CoV-2 genome and the presence of chemosensory dysfunctions (loss or alteration
of taste and/or smell) in patients with COVID-19, using data from the parent study
“Molecular characterization of SARS-CoV-2, symptoms, and post-COVID-19
events in a population from Lima during 2021 and 2022”, providing information on
viral sequencing and symptom surveys, of which 365 data were analyzed in a cross-
sectional study. The sequences were processed with Porechop and NanoPlot,
generating consensus genomes using the ARTIC and Medaka protocol, using
MNO908947 as reference. The population consisted of 54.1% females and 45.9%
males. Of the 133 patients who reported chemosensory dysfunctions, 89.5%
reported that it lasted less than one month. Bivariate analysis showed no significant
association between the mutation D614G and chemosensory dysfunctions (p =
0.090). However, statistically significant associations were found with viral
variants (p < 0.001), presence of other respiratory symptoms (p = 0.005), and
maximum symptom duration (p <0.001). In the multivariate analysis, no significant
association was found between the mutation D614G and the development of
chemosensory dysfunctions (p = 0.958). The variables sex (p = 0.187), age (p =
0.212), other respiratory symptoms (p = 0.215), vaccination (p = 0.134), and
maximum symptom duration (p = 0.837) were also not significant. In contrast, a
significant association was found between the viral variant: patients infected with
the Lambda were 2.51 times more likely to develop chemosensory dysfunctions
than those infected with Omicron (95% CI: 1.28-4.88; p = 0.007). Delta, Gamma

and other variants were not significant. The findings suggest that the occurrence of



chemosensory dysfunctions in COVID-19 patients is associated with the Lambda
variant, not with the mutation D614G or other clinical or demographic variables

evaluated.
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I. INTRODUCCION

Desde su aparicion en el 2019 en Wuhan, China hasta octubre del 2023, el
coronavirus tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo (SARS-CoV-2) ha sido
el responsable de alrededor de 771 millones de casos y casi 7 millones de muertes
a nivel mundial (1,2). Del total de casos reportados en el mundo, 4.5 millones de
casos le corresponden a Pertl, para el mismo periodo de tiempo (3).

SARS-CoV-2 es un virus de ARN monocatenario de sentido positivo, con un
genoma de aproximadamente 30,000 nucledtidos que codifica proteinas
estructurales y no estructurales esenciales para su replicacion y patogenicidad
(4,5). Los virus ARN presentan altas tasas de mutacion debido a errores de
replicacion, lo que puede conferirles propiedades de adaptacion a su hospedero,
como mayor transmisibilidad, ser mas contagiosos, entre otras caracteristicas (6—
8). No obstante, los coronavirus poseen una exonucleasa con actividad correctora
(NSP14) que les permite reducir en cierta medida esta frecuencia mutacional (9,10).
Aun asi, el gran tamafio de poblacion infectada durante la pandemia ha favorecido
la evolucion y adaptacion del SARS-CoV-2 a su huésped (11).

La aparicion de variantes ha mostrado implicancias tanto a nivel de transmisibilidad
como en la presentacion clinica de la enfermedad. Algunas variantes han sido
asociadas con mayor capacidad de inflamacion en el tejido nervioso, induciendo
alteraciones en la neurotransmision (12—14).

Asimismo, estudios previos indicaron una posible asociacion en la ubicacion de
mutaciones en el genoma viral y cuadros moderados y severos de COVID-19
mientras que otros reportes han evaluado la cantidad de mutaciones puntuales en el

genoma del virus y su asociacion con la severidad de la enfermedad, encontrando



una mayor cantidad de mutaciones en pacientes que desarrollaron sintomas leves
en comparacion de aquellos que tuvieron cuadros moderados a graves (15,16). Aun
asi, son pocos los estudios que han evaluado la relacién entre mutaciones del virus
con la severidad de la enfermedad (17).

Durante la pandemia de COVID-19, especialmente en su etapa inicial, uno de los
sintomas reportados con mayor frecuencia fueron las disfunciones
quimiosensoriales, definidas como la reduccion o alteracion de la capacidad olfativa
(anosmia/hiposmia) o gustativa (ageusia/hipogeusia). Estas alteraciones no so6lo
impactan la calidad de vida de los pacientes, sino que también se asocian con el
desarrollo de trastornos mentales como depresion y ansiedad, e incluso con el
incremento de mortalidad (18-20). En general, la pérdida de olfato se ha descrito
en infecciones virales de las vias respiratorias altas como las ocasionadas por
adenovirus, rinovirus, coronavirus y virus de influenza, entre otros (21). A nivel
bioldgico, uno de los mecanismos propuestos en la pérdida olfatoria involucra la
interaccion de los virus con los receptores del hospedero, particularmente ACE2 y
TMPRSS2, cuya expresion en el epitelio olfatorio podria contribuir a la disfuncion
quimiosensorial observada (22).

Entre las mutaciones estudiadas en SARS-CoV-2 se encuentra D614G en la
proteina spike (S), causada por un cambio nucleotidico de A a G en la posicion
23,403 del genoma del virus (MN908947.3) (23). Esta mutacién ha cobrado
particular relevancia por su asociacion con mayor infectividad (24). Meta-analisis
realizados demostraron que la prevalencia de disfunciones quimiosensoriales varia
segin factores como edad, género, severidad de la enfermedad y la etnia,

encontrando que los caucasicos presentaban una mayor prevalencia que los



asiaticos (25). Ademas, estudios enfocados en una misma etnia y durante periodos
donde soélo circulaba una variante, encontraron que la mutacion D614G en la
proteina S, estaba asociada a una mayor prevalencia de disfunciones
quimiosensoriales (26). Aunque la proporcion de estos sintomas difiere segun la
variante del SARS-CoV-2, en general, la prevalencia de la pérdida o alteraciones
del olfato puede ser de 5.14% a 98.33% y gusto puede variar de 5.61% a 92.65%
(27,28). Investigaciones recientes han reportado que variantes como Omicron
muestran una menor frecuencia de disfunciones quimiosensoriales en comparacion
con otras variantes, sugiriendo el papel que cumplen las mutaciones en la
modulacion de este fenotipo (29,30).

En el contexto peruano, la informacion sobre la prevalencia de disfunciones
quimiosensoriales en pacientes con COVID-19 es limitada. Un estudio transversal
realizado en Tumbes tras la primera ola de la pandemia identifico a las disfunciones
quimiosensoriales como sintomas asociados significativamente con resultados
positivos en pruebas rdpidas de anticuerpos, aunque con limitaciones de tamafio
muestral (31). En ese sentido, aunque constituye un antecedente local valioso,
persiste una brecha de conocimiento respecto a la magnitud real de estos fenotipos
en la poblacion peruana, lo que refuerza la necesidad de investigaciones
adicionales.

En el presente estudio se busca evaluar la presencia de la mutacion D614G en el
genoma del virus y su posible asociacion con el desarrollo de disfunciones
quimiosensoriales en pacientes con diagndstico confirmado de COVID-19,
correspondientes a la poblacion de Lima (Peru), durante los afios 2021 y 2022. Este

estudio contribuird a determinar si lo reportado previamente sobre esta mutacion y



su relacion con la presencia de disfunciones quimiosensoriales es extrapolable a
otros grupos poblacionales. Asimismo, podria proveer evidencia util para hacer

frente a la aparicion de otros agentes con caracteristicas similares.

1.1 PROBLEMA DE INVESTIGACION

La pandemia de COVID-19 ha demostrado el impacto que las mutaciones del
SARS-CoV-2 pueden tener en la transmision y la expresion clinica de la
enfermedad (12). Una de ellas es la mutacion D614G en la proteina S, que ha sido
asociada con mayor infectividad y su posible relaciéon con un mayor riesgo de
desarrollar disfunciones quimiosensoriales (24,26). Estas disfunciones ademas de
ser uno de los sintomas caracteristicos al inicio de la pandemia, se han visto
relacionados al deterioro de la calidad de vida, mayor riesgo del desarrollo de
trastornos psicoldgicos y, en algunos casos, con desenlaces adversos de salud (18—
20).

Si bien existe evidencia de otros paises que vinculan la mutacion D614G con la
presencia de disfunciones quimiosensoriales, la magnitud de esta asociacién no se
encuentra completamente establecida y los hallazgos varian entre poblaciones y
contextos epidemiologicos (25,26). En el Pert, la informacion disponible es
limitada y proviene de estudios con tamafios de muestra reducidos, lo que restringe
la extrapolacion de resultados (31). Esta brecha de conocimiento hace necesario
generar evidencia local que permita comprender mejor el impacto de las mutaciones
del virus en la clinica de los pacientes.

Ademas, el contexto epidemioldgico peruano ofrece caracteristicas particulares que

hacen necesario un analisis propio. En el Pert, la variante Lambda (C.37) lleg6 a



ser la variante predominante durante uno de los primeros picos de la pandemia, lo
que configurd un escenario clinico y viroldgico distinto al reportado en regiones
donde predominaron otras variantes (32). Este hecho resalta la importancia de
generar evidencia local, ya que la asociacion entre mutaciones como la D614G y
las disfunciones quimiosensoriales podria expresarse de manera diferente en
nuestra poblacion, dadas las condiciones propias del contexto nacional.

En este contexto, el presente estudio se justifica en la necesidad de evaluar la
asociacion de la mutacion D614G y el desarrollo de disfunciones quimiosensoriales
en pacientes de Lima con diagnéstico de COVID-19 durante 2021 y 2022. Los
resultados permitiran determinar si lo descrito en otras regiones es aplicable en
nuestra poblacion y aportar informacion relevante para la vigilancia molecular, la
caracterizacion clinica y la preparacion frente a la emergencia de nuevas variantes

virales.

1.2 PREGUNTA DE INVESTIGACION

En pacientes que presentaron COVID-19 confirmado por prueba antigénica o RT-
PCR durante el periodo 2021-2022 en Lima ;La presencia de la mutacion D614G
del SARS-CoV-2 esta asociada al desarrollo de disfunciones quimiosensoriales en

comparacion con aquellos que no presentaron estos sintomas?



II. OBJETIVOS

II.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la asociacion de la presencia de la mutacion D614G del genoma de SARS-
CoV-2 con disfunciones quimiosensoriales en pacientes con COVID-19

confirmado durante el periodo 2021-2022 en Lima.

I1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la frecuencia y duracion de disfunciones quimiosensoriales en
pacientes con COVID-19 confirmado.

e Caracterizar la cantidad de mutaciones presentes en el gen S de los genomas de
SARS-CoV-2 secuenciados en muestras de pacientes con COVID-19 confirmado.

e Determinar otros factores asociados con la presentacion de disfunciones

quimiosensoriales en pacientes con COVID-19 confirmado.



II1. HIPOTESIS

e Ho: La presencia de la mutacion D614G del genoma de los SARS-CoV-2 que
circularon en Lima no estd asociada con disfunciones quimiosensoriales en
pacientes con confirmacion de COVID-19 por prueba réapida o RT-PCR, durante
los afos 2021 y 2022.

e Ha: La presencia de la mutacion D614G del genoma de los SARS-CoV-2 que
circularon en Lima est4 asociada con disfunciones quimiosensoriales en pacientes
con confirmacion de COVID-19 por prueba rapida o RT-PCR, durante los afos

2021 y 2022.



IV. METODOLOGIA

IV.1  DISENO DE ESTUDIO

Se realiz6 un estudio de tipo transversal, empleando la base de datos del estudio
madre “Caracterizacion molecular de SARS-CoV-2, sintomas y eventos post
COVID-19 en una poblacién de Lima durante los afios 2021 y 2022”. El estudio
madre consolid6 la siguiente informacion: (i) sintomas reportados por los
participantes mediante encuestas, (ii) resultados del secuenciamiento viral que
permitieron identificar la variante de SARS-CoV-2 detectada, y (iii) los archivos
crudos de secuenciamiento en formato FastQ. Toda esta informacion fue organizada
en una base de datos centralizada, con los datos de los participantes codificados en

el software RStudio, y puesta a disposicion para el presente estudio.

IV.1.1 Disefio del estudio madre

El estudio madre titulado “Caracterizacion molecular de SARS-CoV-2, sintomas y
eventos post COVID-19 en una poblacion de Lima durante los afios 2021 y 2022”
tuvo un disefio transversal y el objetivo de evaluar las variantes que se presentaron
durante el periodo de muestreo y explorar si la excrecion del virus por periodos
mayores a 14 dias se asocia a la aparicion de mutantes de SARS-CoV-2. Para ello,
realizaron el andlisis de las alicuotas de muestras de hisopados nasales y
nasofaringeos que se encontraban almacenadas a -80°C en el laboratorio de
investigacion de biologia molecular del Instituto de Investigacion Nutricional (IIN),
las mismas que fueron obtenidas a partir de 3 cohortes llevadas a cabo por el 1IN

en la ciudad de Lima durante los afos 2021 y 2022, descritos a continuacion (Figura

1):



e Cohorte 1 (Estudio 1): Ensayo clinico aleatorizado doble ciego de fase 2 de una
vacuna ARNm contra SARS-CoV-2 donde el IIN form¢ parte, teniendo a su cargo
un site del estudio, ubicado en La Molina. Se incluyeron hombres o mujeres no
embarazadas de 18 afios a mas, en buen estado de salud o con condiciones cronicas
de salud controladas, con IMC >18 y <32 kg/m?, indistinto de sus resultados de
SARS-CoV-2. Mujeres fértiles deberian comprometerse a usar métodos de control
de natalidad aprobados en lo que dur6 el estudio. Como criterio de exclusion a
este estudio, se considerd a sujetos que hicieron uso de cualquier producto en
investigacion o sin registro (incluido vacunas contra COVID-19) 28 dias antes y
durante el estudio, asi como el uso de inmunosupresores o cualquier otro
medicamento modificador de la inmunidad (33).

¢ Cohorte 2 (Estudio 2): Ensayo clinico aleatorizado doble ciego de fase 2b/3 de
una vacuna ARNm contra SARS-CoV-2. El IIN tuvo a su cargo 3 sites del estudio
en Pert (2 en San Juan de Lurigancho y 1 en La Molina). Para el estudio se
reclutaron adultos de 18 afios a mas, en buen estado de salud, con enfermedades
cronicas controladas, mujeres sin potencial de tener hijos (estériles o
postmenopdusicas), o mujeres fértiles que usen métodos de control de natalidad
desde 2 semanas antes del inicio del ensayo hasta 3 meses luego de la ultima
administracion. No se incluyeron al estudio sujetos con confirmacién virologica
histérica de COVID-19, mujeres embarazadas o dando de lactar, personas que
hicieron uso de productos de investigacion (vacunas o medicamentos) 28 dias
antes de la administracion de la vacuna del estudio, haber sido inmunizado con
vacunas autorizadas 28 dias (vacunas vivas) o 14 dias (vacunas inactivadas u

otras) antes de la administracion de la vacuna del estudio, administracion previa



de alguna vacuna en investigacion contra SARS-CoV-2 u otro coronavirus
(SARS-CoV, MERS-CoV), cualquier tratamiento con inmunosupresores u otros
medicamentos modificadores de la inmunidad, sujetos con diagnostico de
condiciones inmunosuprimidas o inmunodeficientes basados en la historia médica
y la examinacion médica, historia de angioedema, discapacidad intelectual
multiple, alergia a cualquiera de los componentes de la vacuna del estudio,
administracion de inmunoglobulinas, participantes con enfermedades
psiquiatricas, crénicas o agudas significativas que podian interferir con la
participacion del sujeto en el ensayo (34).

e Cohorte 3 (Trabajadores del IIN): Personal que laboraba en el IIN durante la
realizacion de los dos ensayos clinicos anteriormente mencionados. Fueron
incluidos trabajadores con cuadros sospechosos de COVID-19 a los que se les
realizd una prueba de RT-PCR en tiempo real o prueba de antigeno para
confirmacion y posterior aislamiento tanto del centro de labores como en sus
hogares. No se incluyeron miembros que no presentaban vinculos laborales con el
IIN.

Los participantes de las dos primeras cohortes estuvieron en vigilancia

epidemioldgica para detectar casos sospechosos de COVID-19, toméndose un

hisopado nasofaringeo para descartar la presencia del virus SARS-CoV-2 por RT-

PCR en tiempo real. Para participar en el estudio madre, seleccionaron participantes

de las 3 cohortes que contaban con una muestra respiratoria positiva a SARS-CoV-

2, confirmada por RT-PCR en tiempo real o por prueba de antigeno, y de la cual

existia una alicuota almacenada a -80°C. Los participantes elegibles fueron

posteriormente contactados por el personal del estudio madre, a quienes se les
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solicitd su consentimiento para el secuenciamiento del virus presente en sus
muestras respiratorias. Para ello, firmaron un formato de informacion y
consentimiento informado aprobado por el Comité de Etica en Investigacion del
IIN. Luego de su consentimiento, les solicitaron llenar una encuesta de sintomas
presentados durante su episodio de COVID-19 (Figura 1). Las encuestas (Anexo 1)
fueron aplicadas en intervalos de 230 a 595, 122 a 616 y 0 a 582 dias para las
cohortes 1, 2 y 3, respectivamente. Esto les dio en general un intervalo de tiempo
que iba desde 16 a 616 dias de aplicacion de la encuesta, después de tomada la
muestra respiratoria que resulto positiva. Toda la informacion contenida del estudio
madre fue consolidada en una base de datos, con los datos de los participantes

codificada en el software RStudio.

n =467
Estudio 1 Estudio 2 Estudio 3
(n=153) (n=362) (n=152)
| 02 Sin | 12 Sin | 00 Sin
J | respuesta | respuesta | respuesta
y \ 4 v
51 invitados 350 invitados 52 invitados

o

—> 56 rechazos

v

397 Firmaron CI
(408 Episodios)
(434 Muestras)

02 Sin encuesta

v

v

395 Encuesta completada

Figura 1. Diagrama de flujo de invitacion de los participantes al estudio madre

“Caracterizacion molecular de SARS-CoV-2, sintomas y eventos post COVID-19
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en una poblacion de Lima durante los afios 2021 y 2022 . Los participantes
pertenecian a 3 cohortes: Cohorte 1 (estudio 1), cohorte 2 (estudio 2), cohorte 3
(estudio 3). Una vez obtenida la lista de participantes que habian tenido muestras
respiratorias positivas (n=467), procedieron a invitarlos telefonicamente a
formar parte del estudio, no pudiendo contactarse con la totalidad de
participantes (sin respuesta). De los participantes que pudieron ser contactados
(invitados), 56 rechazaron formar parte del estudio. Se obtuvieron 395
participantes con encuesta de sintomas culminada y muestras respiratorias

procesadas para el secuenciamiento del genoma completo del SARS-CoV-2

IV.2 POBLACION Y MUESTRA

IV.2.1 Criterios de inclusioén

Participantes del estudio madre con encuesta de sintomas completa y datos de
secuenciamiento del SARS-CoV-2 a partir de sus muestras respiratorias. Este
criterio nos asegurd la disponibilidad de informacion clinica reportada por el
participante en el estudio madre que sea suficiente para evaluar la presencia de
disfunciones quimiosensoriales y datos de secuenciamiento que nos permitan
realizar el andlisis de los genomas para evaluar la presencia de la mutaciéon D614G.
IV.2.2 Criterios de exclusion

Muestras de segundos episodios de COVID-19, con el fin de evitar sesgos
relacionados con reinfecciones. Esto se justifica porque los casos de reinfeccion
podrian presentar perfiles clinicos distintos, la expresion clinica en reinfecciones
puede estar modulada por la inmunidad natural o comorbilidades adquiridas tras la
primera infeccion, lo que dificultaria la atribucion de los hallazgos a una mutacion
especifica como D614G. Asimismo, incluir més de un episodio por persona hubiera
introducido dependencia estadistica entre observaciones, reduciendo la validez del

analisis.
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IV.2.3 Tamaiio de la muestra

Se incluydé un total de 365 participantes en el estudio, los cuales tenian
secuenciamiento gendmico del SARS-CoV-2 y encuesta de sintomas completa.
IV.2.4 Potencia estadistica

Al tratarse de un estudio de analisis de bases de datos secundarias, se realizd el
calculo de la potencia estadistica, tomando en cuenta el nimero de participantes
que cumplan con los criterios de inclusion para el analisis en un estudio de disefio
transversal. Para ello, se utiliz6 como valor de referencia la prevalencia reportada
en un meta-analisis previo (27), seleccionando el estudio con mejor tamafo de
muestra, que reportd una prevalencia del 85.6%, correspondiente a un estudio
multicéntrico europeo que incluyd 417 pacientes con COVID-19 leve a moderado
confirmados por laboratorio y evalu6 las disfunciones quimiosensoriales con
cuestionarios validados (35).

Este valor fue utilizado como estimacion de la proporcion de disfuncion en la
poblacion expuesta (aquellos con mutacion D614G del virus). Debido a que no se
contaban con datos previos sobre la proporcion en la poblacion no expuesta (sin la
mutacion), se realizaron simulaciones en el programa Epidat v4.2, considerando un
tamafio de muestra de 365. Se fue variando la prevalencia en el grupo no expuesto
hasta identificar la diferencia minima entre poblaciones necesaria para alcanzar al
menos un 80% de potencia estadistica, con un nivel de significancia de 0.05.

El anélisis determind que, para detectar una diferencia del 12% entre ambas
poblaciones (85.6% vs. 73.6%), se alcanza una potencia estadistica de 81.3% para

detectar una asociacion con un p-value menor a 0.05, para la presencia de la
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mutacion D614G  del SARS-CoV-2 y el desarrollo de disfunciones
quimiosensoriales.
La formula aplicada fue:

1- = ®(z1-5)

donde

|P1 - P2|\/ pny — Z1—a/2\/(1 + (.'b)ﬁ(l - P)
VP (1 =P)+P,(1-P)

Zl—ﬁ ==

P;, P,: Proporciones esperadas en cada poblacion.
¢: Razon entre tamafios muestrales (n,/n,).
nq, n,: Tamafios muestrales en los grupos 1y 2.

P: Proporcion combinada (ponderada por la razén de tamafios).

Py + ¢P,
1+¢

P =
a: Nivel de significancia.
Z1_q/2: Valor critico de lo normal estandar para a.
@: Funcion de distribucion acumulada de lo normal estandar (CDF).

z1_p: Estadistico de potencia bajo la hip6tesis alternativa.

Comparacion de proporciones independientes:

Proporcién esperada en la poblacion 1: 85.600%
Proporcién esperada en la poblacion 2: 73.600%
Razén entre tamafios muestrales: 1.00
Nivel de confianza: 95.0%
Tamaio de muestra Potencia (%)
365 81.3
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IV.3 DEFINICION DE VARIABLES

IV.3.1 Variable dependiente:

Disfunciéon quimiosensorial: Definido como reporte de pérdida o alteracion de los
sentidos del gusto y/o del olfato en los participantes cuando tuvieron su episodio de
COVID-19.

Esta informacion no fue recolectada directamente en el presente estudio, sino que
provino de la encuesta de sintomas aplicada en el estudio madre. En dicho
cuestionario —elaborado para el registro sistematico de sintomas asociados a la
infeccion por SARS-CoV-2 —incluyé items especificos sobre la presencia o
ausencia de alteraciones en el gusto y/o olfato. Para este analisis, se consideré como
“con disfuncién quimiosensorial” a los participantes que reportaron al menos la
pérdida o alteracion del gusto y/o olfato en la encuesta, y como “sin disfuncion
quimiosensorial” a quienes no reportaron ningin cambio en cualquiera de esos
sentidos. Cabe sefialar que la aplicacion de la encuesta en el estudio madre se realizo
entre los 16 a 616 dias posteriores al episodio de COVID-19.

IV.3.2 Variable(s) independiente(s) de mayor interés:

Mutacion D614G: Presencia de la mutacion D614G en genomas de SARS-CoV-2
secuenciados a partir de muestras respiratorias de pacientes con COVID-19. Este
dato fue obtenido a través del andlisis bioinformatico del presente estudio indicado
en las siguientes secciones.

IV.3.3 Otras co-variables:

Género, edad, mutaciones acumuladas, variante, tipo de estudio, otros sintomas

respiratorios o sistémicos, duracion de los sintomas y vacunacion.
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IV.3.4 Operacionalizacion de variables:

Variable | Definicion Valores Criterios de | Tipo de| Fuente
Concepmal Operacional pOSibleS medicion variable
Disfunciéon | Pérdida o | Sintomas Si/No Reporte del | Variable Base de
quimiosenso| alteracion | reportados participante | dependiente.| datos dell
rial del gusto | por el Nominal estudio
y/o olfato participante dicotémica | madre
durante  su
tiempo de
enfermedad.
Mutacion Cambios Deteccion de | Si/ No Andlisis de | Variable Analisis
D614G nucleotidi | la mutacioén secuencias | independien| bioinfor
cos en el | por cambio te matico
genoma nucleotidico Nominal
analizado de Adenina a dicotémica
en Guanina en
comparaci | la posicion
on con el | 23,403 del
virus de | genoma del
referencia | SARS-CoV-
de SARS- |2
CoV-2
Mutaciones | Cambios Conteo de | 1-© Analisis de | Covariable. | Base de
acumuladas | nucleotidico| mutaciones secuencias | Numérica | datos del
s en el detectadasen discreta estudio
genoma ambos madre
grupos.  Se
considerara
todo tipo de
mutaciones
detectadas en
el gen S
Variante Variante Resultado de | Omicron, | Reporte de | Variable Base de
detectada la  variante | Lambda, | la confusora. | datos del
en las | segun lo | Delta, plataforma | Nominal estudio
muestras analizado en | Gamma, | EPI2ME politomica | madre
de los | la plataforma | Otros agent
participant | EPI2ME (204,
es del | agent. No se | Alfa
estudio. incluyen Mu)
linajes.
Género Género del | Sexo del | Femenino/| Medicion Covariable | Base de
participant | participante | Masculino| directa Nominal datos del
e dicotémica | estudio
madre
Edad Edad en | Afios Edad Medicion Covariable | Base de
afios cumplidos a | medida directa Cuantitativa| datos del
la fecha que | en afos discreta estudio
el madre
participante
enfermo.
Otros Sintomas Sintomas Si/No Reporte del Variable Base de
sintomas asociados leves participante | mediadora. | datos del
respiratorios| al reportados Nominal estudio
o sistémicos| desarrollo | por los dicotdmica | madre

16



del
outcome
estudiado(
36)

participantes
relacionados
al desarrollo
de
disfunciones
quimiosenso
riales: Tos,
dolor de
cabeza y/o
dolor de
pecho

Duracion de
sintomas

Tiempo de
duracién
de los
sintomas
en los
participant
es de
estudio

Considerado
como el
tiempo que
duro6 el
sintoma con
mayor
persistencia
durante el
episodio de
COVID-19
reportado
por el
participante.

Tiempo
de

duracién
de los
sintomas
, medido
en dias
[0-500]

Reporte del
participante

Variable
colisionador
a
Cuantitativa
discreta

Base de
datos del
estudio
madre

Vacunacion

Inmunizac
i6n contra
SARS-
CoV-2

Vacunacion
recibida
contra
SARS-CoV-
2, registrado
en la historia
clinica de los
estudios
iniciales, por
reporte  de
los
participantes

Categorizad
o segun el
nimero de
dosis
recibidas.

1: 1 dosis
2: 2 dosis
3: 3 dosis
4: 4 dosis
5: 5 dosis
9: Sin
datos

Reporte del
participante

Variable
mediadora

Historia
clinica
de los
estudios
de donde
proviene
n las
cohortes
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IV.4 DIAGRAMA CAUSAL O DAG

Para representar las relaciones causales entre la mutacion D614G y la presencia de
disfunciones quimiosensoriales se elaboré un diagrama aciclico dirigido (DAG)
(Figura 2). En este modelo, la exposicion corresponde a la mutacion D614G en el
genoma del SARS-CoV-2 y el desenlace son las disfunciones quimiosensoriales.
Se incluyeron como confusores potenciales la edad, el género, la etnia y el estado
de vacunacion, dado que estas variables afectan el desenlace y podrian estar
asociadas a la exposicion (25,27,28). La variante viral se considerd6 como un
mediador, ya que es consecuencia de la acumulacion de mutaciones y, a su vez, se
asocia a la presencia de disfunciones quimiosensoriales. La presencia de otros
sintomas respiratorios o sistémicos también fue incluido como mediador, al estar
determinados por mutaciones y variante viral, y al mismo tiempo estar vinculados

con el desenlace (36).

Disfunciones
quimiosensoriales

Mutaéi()n .
D614G \_

Vacunacion

Otros sintomas
respiratorios
o sistémicos

Género

Variante

Figura 2. Modelo causal (DAG) propuesto para el estudio de la asociacion entre

la mutacion D614G de SARS-CoV-2 y disfunciones quimiosensoriales.
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IV.S PLAN DE MANEJO DE DATOS
De acuerdo con la base proporcionada en el estudio madre y con el programa
RStudio, se filtraron los pacientes positivos a SARS-CoV-2 cuya muestra haya sido

secuenciada y que cuenten con la encuesta completa de sintomas.
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IV.6 PLAN DE ANALISIS

IV.6.1 Analisis bioinformatico

El flujo de andlisis bioinformatico se encuentra graficado en la figura 3. El
secuenciamiento de los genomas de SARS-CoV-2 fue realizado por el estudio
madre usando el protocolo de Oxford Nanopore Technologies (ONT) “PCR tiling
of SARS-CoV-2 virus with rapid barcoding and Midnight RT- PCR Expansion”.
Para la obtencion de cDNA a partir de ARN total, se utilizo el kit EXP-MRTO001,
para la preparacion de la libreria se utilizo6 el kit SBK-RBK110.96. El llamado de
bases (basecalling) lo llevaron a cabo desde los archivos Fast5, empleando el
programa GUPPY (v6.1.5), utilizando el modelo High accuracy basecalling
(HAC), gscore >8, longitud de lecturas filtradas <200 y >1200 pares de bases;
ademas, el mismo programa realizé la demultiplexacion de las lecturas obtenidas.
Finalmente se obtuvieron los archivos en formato FastQ que fueron exportadas a
un USB y posteriormente transferidos a una computadora que contaba con el
programa EPI2ME agent desktop. Para la deteccion de variantes, usaron el flujo de
trabajo (workflow) FastQ QC + ARTIC + NextClade en el programa EPI2ME agent
(v5.1.3). En este flujo, las lecturas fueron alineadas al genoma de referencia Wuhan-
Hu-1 (MN908947.3) utilizando el algoritmo minimap2 (v2.24), y las secuencias
consenso se generaron mediante el pipeline ARTIC (v1.2.1) con el esquema de
cebadores Midnight. Ademas, accedieron al portal de NextClade (v2.7.0) para la
comprobacion de las variantes y revision del control de calidad de los genomas
secuenciados (37).

Dada la actualizacion de la informacion de clasificacion de variantes, el presente

estudio realiz6 la verificacion independiente de los resultados originales, repitiendo
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el flujo de andlisis bioinformatico descrito previamente usado por el estudio madre
en el programa EPI2ME labs (v1.1.0) usando los archivos del secuenciamiento
brindados por el estudio madre en formato FastQ.

Para la identificacion de la mutacion de interés y otras mutaciones de los genomas,
se eliminaron los adaptadores en los extremos de las lecturas de Oxford Nanopore
utilizando Porechop (v0.2.4), y se evalud la calidad de las lecturas con NanoPlot
(v1.0.0). El genoma consenso fue generado siguiendo el protocolo descrito por el
consorcio  ARTIC, utilizando Medaka (v2.0.1) con el modelo
"r941 min_fast 303" y un umbral minimo de 400 pb. Como referencia se utilizé
el genoma del SARS-CoV-2 (MN908947.3). La asignacion del linaje pango y
control de calidad del genoma en formato FASTA se realizd con Nextstrain

(v3.9.1).
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IV.6.2 Analisis estadistico

Se realiz6 el analisis descriptivo de las variables de estudio que incluia el calculo
de frecuencias para disfunciones quimiosensoriales, presencia de la mutacion de
interés, variante detectada, género, vacunacion y otros sintomas y mediana para
edad y duracion maxima de sintomas reportados. Se realizo el andlisis bivariado,
con la prueba de chi-cuadrado para determinar si hay una asociacion significativa
entre la presencia de la mutacion D614G del genoma de SARS-CoV-2 y la
ocurrencia de disfuncién quimiosensorial. Ademas, se aplicaron las pruebas Fisher
y chi-cuadrado para evaluar si existe una asociacion entre la presencia de la
mutacion D614G y el sexo, variante detectada, otros sintomas respiratorios
detectados y dosis de vacunas. Adicional a ello, se aplicd la suma de rangos de
Wilcoxon para evaluar la asociacion entre la presencia de la mutacion de interés y
la edad y la duracion maxima de sintomas. Finalmente, para determinar si la
presencia de la mutacion esta asociada de manera significativa con la presencia de
disfunciones quimiosensoriales, ajustando por las otras variables del estudio, se
aplicé un Modelo Lineal Generalizado (GLM), familia Poisson, enlace Log con
varianza robusta, calculdndose la razon de prevalencia (RP) para estimar la
probabilidad relativa de presentar disfunciones quimiosensoriales. Antes de su
aplicacion, se evaluaron los supuestos del modelo, incluyendo la independencia de
las observaciones, la adecuacion del tipo de variable dependiente y la presencia de
sobre dispersion, para garantizar la validez de los resultados. Adicionalmente, se
extendi6 el andlisis de asociacion a mutaciones especificas presentes en el gen S de
la variante Lambda (G75V, T761, L452Q, delecion 246253 y F490S), con el fin

de evaluar si la asociacion con la disfunciéon quimiosensorial se mantenia al
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considerar estas mutaciones caracteristicas. Para ello, se empled el software
RStudio version 4.2.3, 2024. Para los analisis se considerd un nivel de confianza

del 95% y valor p <0.05.

IV.7 CONSIDERACIONES ETICAS

Se solicito la aprobacion a los Comité Institucional de Etica (CIE) de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia y del Instituto de Investigacion Nutricional (IIN) para la
realizacion del presente protocolo, el cual es un analisis de bases secundarias del
estudio madre - “Caracterizacion molecular de SARS-CoV-2, sintomas y eventos
post COVID-19 en una poblacién de Lima durante los afios 2021 y 2022”. Ambos
comités aprobaron el protocolo bajo la categoria de exento con las constancias
CIEI-297-26-24 de UPCH y carta 016-2025/CIEI-IIN del IIN.

El estudio madre, de donde se basa el presente proyecto, cuenta con aprobacion del
Comité de Etica en Investigacion del IIN con el protocolo No. 419-2022/CIEI-IIN.
La informacién de los participantes se encuentra protegida desde el estudio madre
donde las alicuotas de muestras almacenadas en el laboratorio se encontraban
identificadas mediante un cddigo que utiliza el laboratorio para el registro, analisis
y reporte de resultados en la base de datos que almacena el centro de computo. Los
cddigos no contienen ninguna identificacion de los participantes (por ejemplo,
nombre o informacion de contacto). La informacién personal que puede vincularse
a estos codigos se encuentra en una computadora protegida en el centro del
computo, a la que sdlo los investigadores del estudio madre y otros miembros
autorizados tienen acceso para identificar y por lo que pudieron contactar a los

participantes a ser parte del estudio inicial. Ningin miembro del estudio madre que
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estuvo involucrado en el analisis de muestras en el laboratorio tuvo acceso a la
informacion personal de los participantes. Los datos obtenidos del estudio madre
(laboratorio, secuencias y encuestas) fueron almacenados en archivos bloqueados,
en armarios cerrados con llave y computadoras con contrasefia aseguradas del 1IN,
a los que solo los investigadores del estudio madre y miembros autorizados tienen
acceso. El Data Manager controla el acceso a los datos electronicos. De la misma
manera, ninguna identificaciéon personal se dara a conocer en presentaciones de
resultados o publicaciones nacionales o internacionales tanto del estudio madre

como el presente.
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V. RESULTADOS

El proceso de seleccion de las muestras incluidas en el analisis se resume en la
Figura 4. Inicialmente, se identificaron 432 muestras provenientes del estudio
madre. De estas, se excluyeron 67 muestras por no cumplir con los criterios de
elegibilidad previamente establecidos, quedando asi 365 muestras seleccionadas.
Posteriormente, se realiz6 una depuracion adicional de los datos. Se eliminaron 86
muestras debido a la ausencia de informacion sobre la mutacion de interés y la no
inclusiéon de una muestra identificada como recombinante, lo que dio como

resultado un total de 279 muestras con datos de la mutacion D614G del genoma de

SARS-CoV-2.
= Muestras identificadas (n = 432)
a
=
=
o ) . .
=5 Datos removidos segun los criterios
g » de inclusion y exclusion (n = 67)
e
A 4
Muestras seleccionadas (n = 365)
72
e
&
g. Datos removidos por ausencia de
= datos de mutacion y no inclusion de
I muestra recombinante (n = 86)
4

Muestras incluidas en el analisis
multivariado (n = 279)

opeLIBA[NUI
[® Ud sopmpuy

Figura 4. Diagrama de flujo del proceso de seleccion de muestras para el

analisis estadistico

26



La distribucién de los genomas secuenciados segun variante de SARS-CoV-2
incluidos en el andlisis se resume en el Anexo 2.

De la informacion obtenida, se realizd la caracterizacion de las mutaciones
presentes en el gen S de los genomas de SARS-CoV-2 secuenciados. Las métricas
de cobertura de las secuencias incluidas se presentan en el Anexo 3. El analisis
gendmico de las 279 secuencias analizadas reveld un total de 5,611 mutaciones
incluyendo frameshift, sustituciones, inserciones y deleciones, con una mediana de
14 mutaciones por paciente (IQR: 8-34). La distribucion de las mutaciones fue
heterogénea; algunos genomas presentaron hasta 37 mutaciones, mientras que otros
carecian de estas. Del total de mutaciones identificadas, la mayoria correspondi6 a
sustituciones (74.4%), seguidas por deleciones (23.6%), y en menor proporcion

inserciones y frameshift (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia de tipos de mutacion, mutaciones mas frecuentes y carga

mutacional por variante

n (%)
Tipo de mutacion
Sustitucion 4,175 (74.4%)
Delecion 1,322 (23.6%)
Insercion 81 (1.4%)
Frameshift 33 (0.6%)
Mutaciones mas frecuentes
D614G 232 (4.1%)
H69- 145 (2.6%)
V70- 145 (2.6%)
N501Y 136 (2.4%)
T478K 133 (2.4%)
T951 132 (2.4%)
Y 144- 121 (2.2%)
A67V 118 (2.1%)
S373P 118 (2.1%)
S375F 118 (2.1%)

Carga mutacional por variante’
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Omicron 33 (8 - 36)

Lambda 14 (13 -15)
Delta 10 (10-11)
Gamma 9(8-10)
Otros 8(6-10)

fMediana y rango intercuartil

Entre las mutaciones mas frecuentes destacaron D614G (n=232), asi como la
delecion de la histidina en la posicion 69 de la proteina Spike o H69- (n=145) y la
delecion de la valina en la posicion 70 de la proteina o V70- (n=145). El detalle de
las mutaciones detectadas se presenta en el Anexo 4.

Al analizar la carga mutacional del gen S por variante, se observo que la variante
Omicron presenté la mayor mediana de mutaciones, con un valor de 33 (IQR: 8—
36). La variante Lambda, por su parte, mostré6 una mediana elevada de 14
mutaciones (IQR: 13-15), observandose una carga mutacional también
considerable pero mas homogénea. Las variantes Delta, Gamma y "Otros"

mostraron una menor carga mutacional (Tabla 1) (Figura 5).

w
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Numero de mutaciones en el gen S

*E:'P*

Omicron Lambda Delta Gamma Otros
Variante
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Figura 5. Carga mutacional del gen S por variante

La Tabla 2 presenta el andlisis bivariado de variables demograficas, como sexo,
edad y estudio de procedencia, entre participantes con y sin disfuncion
quimiosensorial durante su episodio de COVID-19. Se observa que los participantes
provienen de tres estudios, con una mayoria perteneciente al Estudio 2. La mediana
de edad de la muestra es de 44 afios. En relacion con la disfuncion quimiosensorial,
133 sujetos (36.4 %) la presentaron, mientras que 232 (63.6 %) no reportaron dicha
alteracion. Al desagregar los datos por sexo, se identificd que 77 mujeres (39.1 %)
manifestaron disfunciones quimiosensoriales y 120 (60.9 %) no las presentaron. En
el caso de los hombres, 56 (33.5 %) reportaron la disfuncion y 111 (66.5 %) no la
presentaron.

Se observa que la presencia de disfunciones quimiosensoriales no muestran
diferencias significativas segun el sexo, la edad, el numero de dosis de vacuna
recibidas ni la presencia de la mutacion D614G. Sin embargo, si se encontraron
asociaciones significativas con la variante de SARS-CoV-2 identificada (p <
0.001), la presencia de otros sintomas respiratorios o sistémicos (p = 0.005) y la
duracion maxima de sintomas durante el cuadro de COVID-19 (p <0.001). En
particular, la mutacion analizada es ligeramente mas frecuente en los participantes
sin disfuncion quimiosensorial en comparacion de los que la presentaron (56.9%
vs. 43.1%), aunque esto no fue significativo. Asimismo, la mayoria de los
participantes con disfuncion quimiosensorial también reportaron otros sintomas
respiratorios o sistémicos en comparacion de los que no reportaron estos sintomas

(91% vs. 9%). Finalmente, la variante Lambda es mas prevalente en este grupo
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(41.4%), mientras que Omicron es mas frecuente en quienes no presentaron estos
sintomas (77.9%) (Figura 6).

Tabla 2. Analisis bivariado de las variables del estudio

Disfuncion quimiosensorial
No, n =231 Si,n=133 Total,n =364 p-value

(63.5%) (36.5%) (100.0%)
Sexo (*) 0.300
Femenino 120 (60.9%) 77 (39.1%) 197 (100.0%)
Masculino 111 (66.5%) 56 (33.5%) 167 (100.0%)
Edad (afios) (**) 44 (31, 57) 42 (30, 56) 44 (30, 57) 0.400
Estudio (¥*) 0.800
Estudio 1 26 (68.4%) 12 (31.6%) 38 (100.0%)
Estudio 2 178 (63.1%) 104 (36.9%) 282 (100.0%)
Estudio 3 27 (61.4%) 17 (38.6%) 44 (100.0%)
Mutacion D614G (%) 0.090
Si 132 (56.9%) 100 (43.1%) 232 (100.0%)
No 33 (70.2%) 14 (29.8%) 47 (100.0%)
No determinado 66 19 85
Variante (¥) <0.001°"
Omicron 180 (77.3%) 53 (22.7%) 233 (100.0%)
Lambda 37 (40.2%) 55(59.8%) 92 (100.0%)
Delta 8 (44.4%) 10 (55.6%) 18 (100.0%)
Gamma 5(31.2%) 11(68.8%) 16 (100.0%)
Otros 1 (20.0%) 4 (80.0%) 5 (100.0%)
20A 0 1 1
Alfa 0 1 1
Mu 1 2 3
Otros sintomas respiratorios o sistémicos (*) 0.0057
Si 184 (60.3%) 121 (39.7%) 305 (100.0%)
No 47 (79.7%) 12 (20.3%) 59 (100.0%)
Duracion de 7(4,30) 2410, 230) 14 (5,61)  <0.001%
sintomas (dias) (**)
Dosis de vacuna (**%) 0.400
1 12 (63.2%) 7 (36.8%) 19 (100.0%)
2 129 (72.5%) 49 (27.5%) 178 (100.0%)
3 1 (50.0%) 1 (50.0%) 2 (100.0%)
4 8 (72.7%) 3(27.3%) 11 (100.0%)
5 5 (50.0%) 5(50.0%) 10 (100.0%)

(*)Pearson's Chi-squared test; (**)Wilcoxon rank sum test; (***)Fisher's exact
test
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Figura 6. Spider plot de la distribucion de personas con y sin disfunciones

quimiosensoriales segun variante agrupada de SARS-CoV-2.

La Tabla 3 presenta el analisis multivariado mediante un GLM Poisson Log con
varianza robusta, estimandose razones de prevalencia crudas (RPc) y ajustadas
(RPa) con intervalos de confianza al 95% y p-value correspondientes.

La mutacion no mostrd una asociacidon estadisticamente significativa con la
disfuncién ni en el andlisis crudo (RPc: 1.45; 1C95%: 0.91-2.30; p = 0.1179) ni en
el ajustado (RPa: 1.01; IC95%: 0.51-2.27; p = 0.9584). Sin embargo, una de las
variables que si presentd una asociacidon estadisticamente significativa fue la
variante del virus. En particular, la variante Lambda se asocié con una mayor
prevalencia de disfuncién en comparacién con la variante Omicron (RPa: 2.51;
1C95%: 1.28-4.88; p = 0.0065). Otras variantes como Gamma, Delta y "otros"
también mostraron asociaciones elevadas en el analisis crudo, pero perdieron
significancia estadistica tras el ajuste, lo que indica la posible influencia de factores

de confusion.
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Tabla 3. Asociacion entre la mutacion D614G de SARS-CoV-2 y el desarrollo de
disfunciones quimiosensoriales en pacientes con COVID-19 confirmado durante

el periodo 2021-2022 en Lima (n=279)

Variable RPc IC95% p-value RPa 1C95%  p-value
Sexo
Femenino Ref. Ref. Ref.  Ref. Ref. Ref.
Masculino 0.86 (0.65-1.13) 0.276 0.68 (0.38-1.20) 0.187
Edad (afios) 1.00 (0.99-1.01) 0.399 0.99 (0.97-1.01) 0.212
Variante
Omicron Ref. Ref. Ref.  Ref. Ref. Ref.
Lambda 2.63 (1.97-3.51) <0.0017 2.51 (1.28-4.88) 0.007"
Delta 2.44 (1.52-3.93) 0.00027 1.74 (0.50-4.69) 0.316
Gamma 3.02 (2.01-4.54) <0.0017 245 (0.57-7.36) 0.155
Otros 3.52 (2.14-5.79) <0.0017 3.88 (0.57-15.78) 0.092
Otros sintomas respiratorios
No Ref. Ref. Ref.  Ref. Ref. Ref.
Si 1.95 (1.15-3.29) 0.0127 1.82 (0.78-5.33) 0.215

Duracién maxima 1.00 (1.00-1.00) <0.001" 1.00 (1.00-1.00) 0.837
de sintomas (dias)
Dosis de vacuna 1.10 (0.88-1.38) 0.400 1.30 (0.90-1.80) 0.134
Mutacion D614G
No Ref. Ref. Ref.  Ref. Ref. Ref.
Si 1.45 (0.91-2.30) 0.118 1.01 (0.51-2.27) 0.958

Variables como el sexo, la edad, la duracion méxima de sintomas, la presencia de
otros sintomas respiratorios y la dosis de vacuna no mostraron asociaciones
estadisticamente significativas con la disfuncion en el modelo ajustado. Estos
resultados indican que, si bien la mutacién por si sola no se asocié con un mayor
riesgo de disfuncion, la variante viral podria desempefiar un papel importante en la
manifestacion clinica del desenlace evaluado. De manera complementaria, al
evaluar mutaciones especificas de la variante Lambda (G75V, T76l, L452Q,
delecion 246-253 y F490S), no se encontraron asociaciones estadisticamente

significativas con la presencia de disfunciones quimiosensoriales.
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La Tabla 4 indica la frecuencia y duraciéon de disfunciones quimiosensoriales en
pacientes con COVID-19 confirmado observando que la mayoria de los
participantes que experimentaron estos sintomas, reportaron una duracién menor o
igual a 1 mes, representando el 89.5% (n=119) del total. Sin embargo, se observaron
casos aislados con sintomas persistentes a largo plazo.

Estos datos reflejan una alta tasa de recuperacion temprana, pero también ponen en

evidencia la presencia de casos con alteraciones sensoriales de larga duracion.

Tabla 4. Frecuencia y duracion de disfunciones quimiosensoriales en pacientes

que reportaron estos sintomas

Duracién de disfuncion

. ) n (%)
quimiosensorial
<1 mes 119 (89.5%)
3 meses 3(2.3%)
4 meses 1 (0.8%)
5 meses 2 (1.5%)
8 meses 1 (0.8%)
16 meses 1 (0.8%)
17 meses 1 (0.8%)
18 meses 2 (1.5%)
19 meses 3(2.3%)

La figura 7A muestra un diagrama de caja y bigotes que representa la distribucion

de la duracioén de la disfuncion quimiosensorial, en dias, para el total de casos.
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Figura 7. Distribucion de la duracion (en dias) de disfunciones quimiosensoriales
reportadas. (4) Todos los casos reportados, incluyendo duraciones prolongadas.

(B) Casos con duracion de 1 a menos de 1 mes

La inclusion de casos con duraciones prolongadas generaba una dispersion
considerable en los datos, lo cual dificultaba la interpretacion visual de las
tendencias principales por lo que en la Figura 7B estan representados los datos de
duracion de disfunciéon menor o igual a 1 mes. Observamos una distribucion
asimétrica positiva, con una mediana de 7 dias, mientras que el primer cuartil se
sitlia alrededor en los 3 dias y el tercer cuartil cerca de los 14 dias. Existen algunos
valores atipicos hacia el extremo superior, cercanos a los 30 dias, lo cual indica la

presencia de casos menos frecuentes con una mayor duracion.
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VI. DISCUSION

El presente estudio evalu6 la asociacion entre la presencia de la mutacion D614G
del genoma del SARS-CoV-2 y el desarrollo de disfunciones quimiosensoriales en
pacientes con diagnostico confirmado de COVID-19. Si bien esta mutacion estuvo
presente en una proporcion considerable de casos, el andlisis multivariado no
evidencié una asociacion estadisticamente significativa con el desenlace ni en el
analisis crudo ni en el ajustado. Aunque la mutaciéon D614G ha sido ampliamente
estudiada por mejorar la replicacion viral y el incremento de la transmisibilidad del
virus, nuestros hallazgos sugieren que su impacto sobre los sintomas sensoriales
podria ser limitado o estar modulado por otros factores virales y del huésped (38).

Este hallazgo, aunque contrasta con algunos reportes que sugieren que la mutacion
D614G se encuentra asociada con el desarrollo de disfunciones quimiosensoriales,
puede indicar que su papel en los cambios fenotipicos relacionados con estos
sintomas no es universalmente consistente en todas las poblaciones o puede estar
sujeto a la modulacion de otros factores genéticos del virus y del huésped asi como
epidemioldgicos (26,39). Es plausible que, en nuestra poblacion de estudio, la
contribucion principal de la mutacion D614G fuera la propagacion viral, con un
impacto directo menos marcado en las disfunciones quimiosensoriales, lo cual
sugiere que el perfil clinico observado dependeria més de la combinacion de
mutaciones presentes en cada variante que de una sola mutacion aislada. Por lo
tanto, este hallazgo subraya la importancia de que las futuras investigaciones se
centren en otras mutaciones especificas dentro de la proteina S, que han sido
propuestas como potenciales moduladoras de los sintomas clinicos que presentan

distintas variantes, asi como la investigacion de mutaciones en genes no
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estructurales como el ORF7, que han sido relacionados con anosmia e inflamacion
(26,40,41).

De manera complementaria, el andlisis a mutaciones especificas de Lambda
tampoco mostré una asociacion significativa con disfunciones quimiosensoriales,
lo que sugiere que sus efectos actian de forma sinérgica mas que individual.
Estudios previos han mostrado que combinaciones de mutaciones pueden modificar
el tropismo viral, la replicacion en el epitelio olfatorio o la respuesta inflamatoria
(26,39). En Lambda, mutaciones como G75V, T76l, L452Q), la delecion 246-253
y F490S se asocian principalmente con la infectividad y la evasion inmune (42).
Sin embargo, su interaccion podria influir en la presentacion clinica, aunque no se
detecte un efecto aislado. Este fendmeno también se ha visto en variantes anteriores,
donde D614G se relaciond con anosmia, mientras que en Omicron la frecuencia de
disfunciones quimiosensoriales fue menor (43,44). En consecuencia, el perfil
mutacional completo, mas que mutaciones puntuales, podria ser determinante para
la manifestacion de estos sintomas y deberia ser abordado en futuras
investigaciones.

Por otro lado, se encontrd una asociacion significativa entre la variante del SARS-
CoV-2y la presencia de disfunciones quimiosensoriales. En particular, la infeccion
por la variante Lambda se asoci6 con una mayor prevalencia de disfunciones
quimiosensoriales, incluso tras el ajuste por factores de confusion, con una razon
de prevalencia ajustada de 2.51 (IC95%: 1.28-4.88; p = 0.0065). Este hallazgo
subraya que el efecto clinico observado no necesariamente depende de una sola

mutacion, sino del conjunto de mutaciones que caracterizan a cada variante (45).
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La circulacién de Lambda, que predomin6 en Pert en el primer semestre del 2021
posee un conjunto distintivo de mutaciones en su proteina S, particularmente en el
dominio N-terminal (NTD) y el dominio de unién al receptor (RBD) (32,46,47).
Por ejemplo, mutaciones especificas como T611 y L452Q en la proteina S, se han
asociado con una mayor infectividad de esta variante (42). Ademas, se ha descrito
que una delecion de 7 aminodcidos (RSYLTPGD246-253N) en el NTD de Lambda
favorece la evasion de los anticuerpos neutralizantes y podria potenciar la infeccion
mediada por anticuerpos, lo que contribuiria a una propagacion viral amplia (42).
Aunque algunos estudios sugieren que mutaciones en la region RBD de Lambda
como F490S/L452Q, no modificarian de forma significativa la afinidad de union a
ACE2, la combinacion de una mayor infectividad y evasion inmunitaria podria dar
lugar a una persistencia viral sostenida y alterar la interaccion entre el huésped y el
virus (48). Esto podria favorecer que las disfunciones quimiosensoriales se
mantengan con mayor frecuencia, no de manera directa por las mutaciones, sino a
través de mecanismos inflamatorios inducidas por la infeccion.

La variante Lambda, no mostrd una disminucion en la frecuencia de disfunciones
quimiosensoriales en comparacion con las variantes anteriores (49). Esto contrasta
con la variante Omicron, reportada en la literatura por presentar una menor
frecuencia de estas manifestaciones (43,44). Esto podria explicarse por cambios en
el patron de replicacion o al desplazamiento del sitio primario de infeccion hacia
las vias respiratorias superiores (50,51). Segun esto, nuestros resultados sugieren
que Lambda presentaria una mayor frecuencia de disfunciones sensoriales que

Omicron, lo que concuerda asi con otros estudios.
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Mas allé de Peru, la variante Lambda mostr6 una prevalencia considerable en otros
paises sudamericanos, representando un porcentaje sustancial de infecciones en
Chile y con casos reportados en Argentina (52). Esta circulacion coincide con
reportes que sefialan que la presencia de disfunciones quimiosensoriales fueron mas
comunes durante los primeros periodos de la pandemia, cuando prevalecian
variantes como Lambda, en comparacion con las olas de variantes posteriores
(43,53). Es por ello que es posible pensar que el perfil mutacional unico de Lambda,
al influir en la propagacion viral y la respuesta inmunitaria del huésped, haya
contribuido a los patrones de disfunciones quimiosensoriales observados en los
paises latinoamericanos afectados. Esto resalta la importancia de desarrollar
estudios epidemiolodgicos que relacionen las caracteristicas virologicas de Lambda
con los perfiles clinicos observados en estas poblaciones.

Variantes como Gamma, Delta y otras tambi€én mostraron asociaciones elevadas en
el analisis crudo, aunque estas perdieron significancia en el modelo ajustado, lo cual
puede indicar una influencia compartida con otras variables clinicas o
epidemioldgicas. Estos resultados apoyan la idea de que ciertas variantes del virus
pueden tener mayor tropismo por el epitelio olfatorio o afectar de forma
diferenciada los mecanismos neurosensoriales responsables de estas funciones
(54,55).

Las disfunciones quimiosensoriales, particularmente la disfuncion olfativa no es
exclusiva de la COVID-19, pues ya habia sido descrita como secuela de otras
infecciones virales del tracto respiratorio superior (18). Virus como influenza,
rinovirus, parainfluenza y otros coronavirus se han asociado con anosmia, ya sea

por afectar directamente el epitelio olfativo o propagarse hacia el sistema nervioso

38



central (21,56). Este contexto mas amplio de pérdida quimiosensorial inducida por
otros virus refuerza la hipotesis de un tropismo viral diferencial hacia el epitelio
olfatorio.

Al analizar la distribucion de las mutaciones en el gen S por variante, se observo
que la variante Omicron presentaba una mayor mediana de mutaciones, seguido por
Lambda, Delta, Gamma vy, finalmente otros. Este hallazgo concuerda con lo
reportado en la literatura, donde se ha descrito que Omicron acumuld mas de 30
mutaciones en la proteina S, muchas de las cuales afectan regiones clave para el
reconocimiento por anticuerpos neutralizantes y la unién al receptor ACE2 (57).
Ademas, nuestros hallazgos reflejan la evolucion activa del gen S, blanco principal
de la respuesta inmune y de estrategias terapéuticas y vacunales (57,58). La
variabilidad observada entre las variantes también podria contribuir a explicar la
heterogeneidad clinica en los desenlaces, como las disfunciones quimiosensoriales.
Por otra parte, no se evidencid una relacion significativa con variables clinicas
como el sexo, la edad, la presencia de otros sintomas respiratorios, el nimero de
dosis de vacuna o la duracion de los sintomas. Nuestros hallazgos contrastan lo
afirmado por estudios anteriores quienes evidenciaron asociaciones de la presencia
de estos sintomas dichos factores (25). En poblaciones con menor variabilidad
étnica y durante periodos dominados por una sola variante viral, la mutacion
D614G, presente en multiples variantes incluida Lambda, se asocia con una mayor
frecuencia de disfunciones quimiosensoriales (26). Sugiriendo que, en nuestro
contexto, el perfil mutacional completo de la variante puede tener mayor relevancia

que una mutacioén aislada.
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Algunas de las variables evaluadas, como la vacunacidén, mostraron una tendencia
que podria alcanzar significancia con una muestra mayor. De ser el caso, seria
posible que la proteccion conferida por las vacunas o el sesgo en el recuerdo de
sintomas sensoriales hayan influido en los resultados. Es importante considerar que
algunos de nuestros hallazgos podrian estar influenciados por limitaciones
inherentes del estudio, como el tamafio muestral, que podria haber limitado la
potencia estadistica. Asimismo, la presencia de disfunciones quimiosensoriales fue
autorreportada, abriendo la posibilidad de un sesgo de recuerdo en la medicién del
desenlace. Ademas, no se incluyeron variables adicionales como comorbilidades
especificas o factores genéticos del huésped que también podrian influenciar en la
variabilidad observada de los sintomas.

Desde una perspectiva de aplicabilidad clinica y de salud publica, la integracion de
informacion gendmica con datos clinicos y epidemiologicos se ha propuesto como
una herramienta complementaria para la evaluacion temprana de sintomas y el
seguimiento de pacientes. Estudios previos han demostrado que el uso del
secuenciamiento gendomico puede contribuir a la estratificacion de riesgo y a la
identificacion de perfiles clinicos especificos, siempre que su aplicacion esté guiada
por marcos estandarizados y evidencia solida sobre su utilidad clinica(59-61). En
el contexto del SARS-CoV-2, la vigilancia gendmica no solo permite monitorear la
circulacion de variantes, sino que también puede aportar informacion relevante para
comprender diferencias en la expresion clinica de la enfermedad. En este estudio,
la asociacion observada entre la variante Lambda y las disfunciones
quimiosensoriales sugiere que el analisis gendmico a nivel de variante podria

apoyar la identificacion de grupos con mayor probabilidad de presentar
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determinados sintomas, complementando la evaluacion clinica tradicional. No
obstante, la interpretacion de estos hallazgos debe realizarse con cautela,
considerando las limitaciones en la penetrancia de las variantes y los desafios
actuales en la traduccion de la informacién gendmica a la practica clinica rutinaria
(59).

Finalmente, en conjunto, estos hallazgos contribuyen a una mejor comprension de
los factores asociados a las disfunciones quimiosensoriales en el contexto del
COVID-19, especialmente en poblaciones latinoamericanas. Ademas, resaltan la
importancia de la vigilancia gendmica continua y su conexioén con la practica
clinica, esto dado que al identificar variantes con mayor tropismo sensorial podria
ayudar en la evaluacion temprana de pacientes, asi como el disefio de estrategias de

salud publica.
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VII. CONCLUSIONES

e Respecto al objetivo general, no se encontrd una asociacion estadisticamente
significativa entre la mutacion D614G en el genoma de SARS-CoV-2 y el
desarrollo de disfunciones quimiosensoriales en pacientes con COVID-19
confirmado por prueba rapida o RT-PCR durante el periodo 2021-2022 en
Lima.

e En relacion al primer objetivo especifico, se observd que la mayoria de los
pacientes con disfuncion quimiosensorial reportaron una duraciéon menor de un
mes.

e Sobre el segundo objetivo especifico, se evidencié que la variante Omicron
presentd una mayor cantidad de mutaciones acumuladas en el gen S en
comparacion con las otras variantes evaluadas.

e Respecto al tercer objetivo especifico, no se encontraron factores adicionales
asociados a la presencia de disfunciones quimiosensoriales mas alla de la
variante reportada.

e Adicional a ello se identifico una asociacion significativa entre la variante

Lambda y la presentacion de disfunciones quimiosensoriales.
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VIII. LIMITACIONES

Sesgo de memoria por la encuesta realizada a los participantes en el estudio madre,
luego de 16 a 616 dias de haber presentado la enfermedad habiendo la posibilidad
que los casos mas leves minimicen la duraciéon de sus sintomas y los moderados o
severos lo prolonguen. Ademas que, sobre todo los adultos mayores, no recuerden
adecuadamente los sintomas que presentaron durante la infeccion de COVID-19.
Esto podria generar un subregistro y subestimacion de los sintomas y su duracion,
respectivamente.

Sobre la duracion de los sintomas: si bien se registrd duracion de los sintomas (dias,
semanas, meses), también se dio la opcion de elegir “continia”. Esto no brindé un
punto de partida para establecer un aproximado de la duracién de los sintomas. Por
lo tanto, el estudio madre optd por considerar desde el inicio del episodio hasta el
dia en que se realiz6 la encuesta, tomando asi por defecto la mayor duracién posible
para dichos sintomas. Esta informacion puede dar lugar a datos de duracion de
sintomas poco precisos.

Sesgo de seleccion, la base brindada por el estudio madre soélo proporciond
informacion de aquellos que dieron su consentimiento informado (CI), los que no
dieron su CI, pudo deberse probablemente a que no los encontraron o presentaron
algin desenlace mas severo que los que si aceptaron participar (no se encontrd un
caso por fallecimiento, viaje fuera del pais, o no pudieron ser contactados). Con

esto se pudo dar una subestimacion de los casos con los sintomas medidos.
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IX. RECOMENDACIONES

A partir de los hallazgos obtenidos en el presente estudio, se recomienda continuar
con investigaciones que evalten la relacion entre mutaciones tanto especificas
como agrupadas del genoma del SARS-CoV-2 y manifestaciones clinicas como las
disfunciones quimiosensoriales, empleando disefios longitudinales que permitan
analizar la duracion y evolucion de estos sintomas a lo largo del tiempo. Esta
informacion seria de utilidad para conocer patrones mutacionales que, adicional a
un mejor entendimiento de la fisiopatologia del virus, también podrian servir como
insumo para la vigilancia genémica y la deteccion temprana de variantes con
potencial clinico relevante como lo son las estudiadas en el presente trabajo.
Ademas, recomendamos ampliar el tamafio muestral para asegurar una mayor
representatividad de cada variante viral y fortalecer el anlisis estadistico, asi como
incorporar el estudio de mutaciones adicionales del gen S y de otros genes virales
que podrian tener un rol en la aparicion de disfunciones quimiosensoriales. De igual
manera, sugerimos incorporar variables clinicas y epidemioldgicas adicionales
como la presencia de comorbilidades, el tipo de vacuna recibida y la carga viral al
momento del diagndstico, asi como utilizar medidas objetivas de evaluacion
olfatoria y gustativa (por ejemplo, pruebas estandarizadas como UPSIT o tiras de
sabores) que permitan cuantificar de manera reproducible la funcion sensorial y que
complementen el autorreporte de sintomas.

Finalmente, el identificar asociaciones entre ciertos patrones genomicos Yy
caracteristicas clinicas de importancia, podria aportar informacion relevante para la
vigilancia y preparacion ante virus emergentes, facilitando una respuesta sanitaria

oportuna y dirigida.
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ANEXO 2: Numero de genomas por variante

Variante n (%)
Omicron 153 (54.8%)
Lambda 88 (31.5%)
Delta 18 (6.5%)
Gamma 15 (5.4%)
Otros

20A 1 (0.4%)
Alfa 1 (0.4%)
Mu 3 (1.1%)

ANEXO 3: Cobertura de las secuencias evaluadas

Métrica de cobertura (n = 279) Valor
Cobertura promedio (X) 0.83
Mediana (IQR) 0.89 (0.78-0.94)
Cobertura minima 0.04

Cobertura maxima 0.97




ANEXO 4: Frecuencia de mutaciones detectadas en el gen S

Mutacion n (%)

D614G 232 (4.13%)
H69- 145 (2.58%)
V70- 145 (2.58%)

N501Y 136 (2.42%)
T478K 133 (2.37%)

T951 132 (2.35%)
Y144- 121 (2.16%)
A67V 118 (2.1%)
S373P 118 (2.1%)
S375F 118 (2.1%)
V143- 117 (2.09%)
K417N 117 (2.09%)
S477N 117 (2.09%)

E484A 117 (2.09%)
Q498R 117 (2.09%)
Y505H 117 (2.09%)
P681H 115 (2.05%)
G339D 114 (2.03%)
N679K 113 (2.01%)
N440K 111 (1.98%)
N969K 109 (1.94%)
D796Y 108 (1.92%)
N764K 107 (1.91%)
Q954H 107 (1.91%)
S371L 104 (1.85%)
G446S 104 (1.85%)
Q493R 104 (1.85%)
G496S 102 (1.82%)
T547K 102 (1.82%)

G142- 101 (1.8%)
Y145D 100 (1.78%)
L98IF 97 (1.73%)
N856K 87 (1.55%)
T761 80 (1.43%)
G75V 77 (1.37%)
N211- 77 (1.37%)
L2121 77 (1.37%)
214 75 (1.34%)
F490S 74 (1.32%)
$247- 70 (1.25%)

R246- 69 (1.23%)



Y248-
L.249-
T250-
P251-
G252-
D253N
T859N
L452Q
G142D
L452R
E484K
168-
TI9R
A67-
Y145-
146-1274
DI138Y
E156-
F157-
R158G
P68IR
R190S
S371F
T376A
D405N
R408S
K417T
D950N
71-1274
R346K
T10271
H66-
Q675H
F486V
V213G
1714V
L1SF
W64-
F65-
S71-
G72-
T73-
N74-
G75-

69 (1.23%)
69 (1.23%)
69 (1.23%)
69 (1.23%)
69 (1.23%)
68 (1.21%)
68 (1.21%)
66 (1.18%)
31 (0.55%)
26 (0.46%)
18 (0.32%)
17 (0.3%)

16 (0.29%)
16 (0.29%)
16 (0.29%)
16 (0.29%)
15 (0.27%)
15 (0.27%)
15 (0.27%)
15 (0.27%)
15 (0.27%)
14 (0.25%)
14 (0.25%)
14 (0.25%)
14 (0.25%)
14 (0.25%)
14 (0.25%)
14 (0.25%)
12 (0.21%)
12 (0.21%)
12 (0.21%)
11 (0.21%)
10 (0.18%)
9 (0.16%)

8 (0.14%)

7 (0.12%)

5 (0.09%)

5 (0.09%)

5 (0.09%)

5 (0.09%)

5 (0.09%)

5 (0.09%)

5 (0.09%)

5 (0.09%)



R246G 5 (0.09%)
N460K 5 (0.09%)
VI176F  5(0.09%)

T63- 4 (0.07%)
V83A 4 (0.07%)
T2841 4 (0.07%)
G339H  4(0.07%)
L3681 4 (0.07%)
V445p 4 (0.07%)
F436S 4 (0.07%)

K1073N 4 (0.07%)
KI1205R 4 (0.07%)
T20N 3 (0.05%)
H146Q 3 (0.05%)
A222V 3 (0.05%)
D253G 3 (0.05%)
NI121D 2 (0.04%)
143 2 (0.04%)
Y1448 2 (0.04%)
QI83E 2 (0.04%)
210 2 (0.04%)
N211R 2 (0.04%)
L212R 2 (0.04%)
V213A 2 (0.04%)
V213E 2 (0.04%)
214 2 (0.04%)
215-1274 2 (0.04%)
DI1260Y 2 (0.04%)
V3G 1 (0.02%)
T76- 1 (0.02%)
77-1274 1 (0.02%)
V120L 1 (0.02%)
Y145N 1 (0.02%)
M1531 1 (0.02%)
D215H 1 (0.02%)
Y248N 1 (0.02%)

D253- 1 (0.02%)
254-1274  1(0.02%)
P330L 1 (0.02%)

V367F 1 (0.02%)
K444N 1 (0.02%)
Y449N 1 (0.02%)
V483A 1 (0.02%)
V5511 1 (0.02%)



A570D 1 (0.02%)
E583D 1 (0.02%)
Q613H 1 (0.02%)
Q675R 1 (0.02%)
A684V 1 (0.02%)
A688V 1 (0.02%)
A701V 1 (0.02%)

T7161 1 (0.02%)
M731L 1 (0.02%)
T791P 1 (0.02%)
S810L 1 (0.02%)

D830Y 1 (0.02%)
D843N 1 (0.02%)
1844V 1 (0.02%)
G910- 1 (0.02%)
911-1274 1 (0.02%)
S982A 1 (0.02%)
A1020S  1(0.02%)
DITISH  1(0.02%)
T1136S  1(0.02%)
E1144Q  1(0.02%)
DI1153Y  1(0.02%)
QI201K  1(0.02%)
L1203F  1(0.02%)
VI228L  1(0.02%)
M12291  1(0.02%)
CI250F  1(0.02%)



