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Reporte N°14: Vigilancia activa de variantes de SARS-CoV-2 en la
Provincia de Cérdoba. Actualizacion al 8/2/2021.

Parte A: Caracterizacion genédmica de muestras de la Provincia de Cérdoba entre abril
de 2020 y enero de 2021.

Parte B: Vigilancia activa de variantes mediante implementacion de protocolo de
secuenciacion parcial.

RESUMEN

Parte A:

Se realizé la secuenciacion del genoma completo de SARS-CoV-2 a partir de 93 muestras
de la provincia de Cérdoba correspondientes al periodo comprendido entre abril de
2020 y enero de 2021.

Las secuencias obtenidas fueron asignadas a 6 linajes: B.1.499 (48,4%), N.3 (39,8%),
B.1 (3,2%), B.1.1.33 (4,3%), B.1.1.222 (3,2%) y B.1.2 (1,1%). Los linajes observados
coinciden con los reportados previamente en Cérdoba y otras regiones del pais desde el
inicio de la pandemia. Hasta el momento y con la estrategia de muestreo empleada,
no se ha detectado en la provincia de Cérdoba a las variantes 501Y.V1 (Reino Unido),
501Y.V2 (Sudafrica), 501Y.V3 (Manaos, Brasil) o P.2 (Rio de Janeiro).

Parte B:

Se implementd la estrategia de secuenciacion parcial de la regiéon del genoma que
codifica para la proteina Spike (S) a fin de comenzar desde el mes de febrero la
vigilancia epidemioldgica molecular activa de variantes de SARS-CoV-2 circulantes en
la provincia de Cordoba.

Hasta la fecha, se secuencié una muestra correspondiente a un viajero procedente de
Brasil que no presentd las mutaciones caracteristicas de ninguna de las variantes de
interés.
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La emergencia de variantes virales es un proceso natural de la evolucion de los virus. Sin
embargo, cuando éstas se presentan con cambios genéticos en regiones implicadas en
la interaccion con el receptor celular o en el reconocimiento de anticuerpos especificos,
es necesario evaluar el posible impacto de esos cambios genéticos sobre la propagacién
viral, la capacidad de causar enfermedad mads severa o la respuesta a la vacunacion.

Durante las ultimas semanas cuatro variantes virales del SARS-CoV-2 han llamado la
atencion de la comunidad cientifica y de los gobiernos nacionales:

e La variante VOC 202012/01 o variante 501Y.V1 (linaje B.1.1.7), cuya muestra mas
antigua fue detectada en el Reino Unido el 20/09/2020 (Rambaut y col., 2020a). Esta
variante ya ha sido reportada al dia 08 de febrero de 2021 en 75 paises, incluidos
Argentina, Brasil, Chile, Ecuador y Peru, dentro de América del Sur. En nuestro pais
se reporté esta variante el 15 de enero con la descripcion del caso de un argentino
residente en Reino Unido con antecedentes de viaje a Austria y Alemania que arribd
asintomatico desde  Frankfurt a finales de diciembre del 2020.
(http://pais.qb.fcen.uba.ar/files/reportes/pais-reportel2.pdf).

e La variante VOC 202012/02 o variante 501Y.V2 (linaje B.1.351), detectada en
Sudafrica desde el 08/10/2020 (Tegally y col., 2020). Esta variante ha sido reportada
en 32 paises hasta el momento, sin reportes de su introduccién a América del Sur.

e La variante VOC-202101/02 o variante 501Y.V3 (linaje P.1, derivado del linaje
B.1.1.28), cuya muestra mas temprana corresponde al dia 04/12/2020, detectada en
Manaos, Brasil, y en Japdn (Fariay col., 2021) que ya ha sido detectada en 14 paises,
incluyendo Brasil, Colombia y Peru en el continente americano. En Argentina, el dia 8
de febrero de 2021 se informd la deteccidon de esta variante en dos muestras de
viajeros provenientes de Brasil, por parte de la ANLIS “Dr. Carlos Malbran”.

e La variante VUI-202101/01 (linaje P.2, derivado del linaje B.1.1.28), detectada en
Rio de Janeiro, Brasil, principalmente desde octubre de 2020 (Voloch y col., 2020).
Actualmente, esta variante ha sido detectada en 17 paises, incluida la Republica
Argentina.

Las variantes 501Y.V1 (Reino Unido), la 501Y.V2 (Sudafrica) y 501Y.V3 (Manaos, Brasil)
han sido recientemente asociadas a una mayor tasa de transmision o a un drastico
aumento de su prevalencia en corto tiempo. Soélo en el caso de la variante 501Y.V1


http://pais.qb.fcen.uba.ar/files/reportes/pais-reporte12.pdf
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(Reino Unido) se observd en andlisis preliminares una posible asociacion con mayor
riesgo relativo de muerte a los 28 dias (NERVTAG, 2021) . Asi mismo, existe evidencia
que indicaria que la variante de Sudafrica podria estar asociada a escape inmunoldgico
y es posible que esta caracteristica sea compartida por las variantes 501Y.V3 (Manaos)
y eventualmente la P.2 (Rio de Janeiro) dado que presentan mutaciones en comun.

Para determinar la posible circulacion de estas variantes en nuestro pais, se requiere
una vigilancia activa de las variantes genéticas del SARS-CoV-2, ya sea a través de la
secuenciacion del genoma completo, o mediante el analisis de secuencias parciales que
incluyan marcadores genéticos de interés. Porlotanto, el presente reporte corresponde al
analisis de secuencias de muestras positivas para SARS-CoV-2 correspondientes a casos
de la provincia de Cdérdoba. El mismo fue realizado por el Consorcio Argentino de
Genodmicade SARS-CoV-2, a través de los Nodos de Secuenciacion de Cérdoba del IPAVE-
INTA-CIAP, el Laboratorio Central y Ministerio de Salud de la provincia de Cérdoba, y el
Instituto de Virologia “Dr. J. M. Vanella” Facultad de Ciencias Médicas - Universidad
Nacional de Cérdoba (InViV).

Parte A: Secuenciacion de genoma completo de SARS-CoV-2 en muestras de la
provincia de Cérdoba.

Se obtuvieron un total 93 secuencias de SARS-CoV-2 provenientes de muestras clinicas
de pacientes con la COVID-19 de distintas localidades de la provincia de Cérdoba,
obtenidas entre abril de 2020 y enero de 2021. El promedio de cobertura del genoma
en las 93 secuencias obtenidas fue del 99,67% y la profundidad promedio ~879X.

Las secuencias del genoma de SARS-CoV-2 obtenidas a partir de individuos infectados
de distintos paises han sido clasificadas en linajes (Rambaut y col. 2020b). Para la
asignacion de estos linajes se utilizan métodos rapidos y métodos confirmatorios. Para
la asignacidn rapida, se utilizaron los programas Pangolin COVID-19 Lineage Assigner
(O'Toole y col. 2020) y Covidex (Cacciabue y col. 2020). Para la confirmacién de la
asignacion se realizaron andlisis filogenéticos.

Las secuencias obtenidas fueron clasificadas en 6 linajes: B.1.499 (48,4%), N.3 (39,8%),
B.1 (3,2%), B.1.1.33 (4,3%), B.1.1.222 (3,2%) y B.1.2 (1,1%) (Figura 1). Los linajes
observados coinciden con los reportados previamente en Cérdoba y otras regiones del
pais desde el inicio de la pandemia.
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El linaje B.1.499 corresponde a un grupo de circulacion local en Argentina, detectado
inicialmente en marzo de 2020, con un 97% de sus secuencias provenientes de muestras
de nuestro pais.

Asi mismo, se observaron algunas secuencias de B.1.1.33, linaje vinculado originalmente
a Brasil. De este linaje deriva, al establecerse en el pais, el linaje N.3 (alias B.1.1.33.3),
descrito originalmente en abril de 2020.

En Cérdoba, no se detectaron secuencias de las variantes de interés 501Y.V1 (Reino
Unido), 501Y.V2 (Sudafrica), 501Y.V3 (Manaos, Brasil) o P.2 (Rio de Janeiro).

Dado el contexto de emergencia de nuevas variantes con gran cantidad de cambios en
la region codificante de la proteina S, se evalud la presencia de las mutaciones en las
secuencias obtenidas y no se encontraron los marcadores de interés asociados. Con
respecto a mutaciones en la region RBD de especial importancia como blanco de
terapias y vacunas, Unicamente se observaron los SNPS 1402V y Q414R, asociados a las
secuencias asignadas al linaje B.1.1.33, del cual son marcadores.
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Figura 1. Asignacion de los genomas de SARS-CoV-2 secuenciados en Cordoba de acuerdo con
el sistema de clasificacion de linajes de Rambaut y col. (2020). Los nimeros corresponden al
numero absoluto de genomas asociados a los diversos linajes.
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Parte B: Vigilancia activa mediante la estrategia de secuenciacién parcial de SARS-CoV-
2 en Coérdoba.

Con el objetivo de continuar con la vigilancia activa de las variantes se implement? la
estrategia de secuenciacion parcial de la region del genoma que codifica para la
proteina Spike (S) a fin de comenzar, desde el mes de febrero, la vigilancia
epidemioldgica molecular activa de variantes de SARS-CoV-2 circulantes en la provincia
de Cérdoba.

Hasta la fecha, se obtuvo la secuencia parcial de una muestra correspondiente al dia
25/1/2021 de un individuo procedente de Brasil, la cual no presenté ninguna de las
mutaciones marcadoras de las variantes de interés.

A partir de la fecha, se seleccionaran semanalmente muestras colectadas de pacientes
con residencia en distintas localidades de la provincia y de viajeros provenientes del
exterior. En el caso de detectar marcadores correspondientes a alguna de las variantes,
se realizard la secuenciacién del genoma completo para el analisis confirmatorio.

CONCLUSION:

Mediante la implementacion de una estrategia de vigilancia activa de las variantes de
SARS-CoV-2 no se ha detectado hasta el momento en la provincia de Cérdoba ninguna
de las variantes de interés. La ausencia de su deteccion no implica que las mismas no
estén presentes en el territorio, sin embargo, nuestros resultados sugieren que de
haberse producido su ingreso y de existir su circulacidn, ésta seria en baja frecuencia
y no dominante.

El Consorcio Argentino Interinstitucional de Gendmica de SARS-CoV-2 continuara
realizando la vigilancia molecular en tiempo real sobre los casos de circulacion
comunitaria con la estrategia planteada, a la par que seguira caracterizando los
genomas completos de SARS-CoV-2 que han circulado desde el inicio de la epidemia
en diferentes regiones del pais. Los resultados obtenidos permitiran determinar si
estas variantes ingresaron antes de las medidas restrictivas de ingreso al pais de
individuos del extranjero, tomadas en las ultimas semanas del 2020. Asimismo, la
vigilancia molecular en tiempo real permitira determinar la posible emergencia de
nuevas variantes virales locales.
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Materiales y Métodos

Muestras seleccionadas para este analisis:

En el Laboratorio Central de la Provincia de Cérdoba, durante el periodo comprendido
entre 9/4/2020 y el 6/1/2021 se procesaron aproximadamente 526.000 muestras de
hisopados orofaringeos y/o saliva provenientes de personas con sospecha de la COVID-
19 atendidas en toda la provincia. Del total de las muestras, 52.525 resultaron positivas
para SARS-CoV-2 a través de qRT-PCR para los genes N y ORFlab (kit DisCovery). Se
seleccionaron un total de 1 muestra positiva para la secuenciacién parcial del gen que
codifica para la proteina S de SARS CoV-2, 93 muestras clinicas con cargas virales
traducidas en valores de Ct menores o iguales a 28 para la secuenciacion gendmica con
la tecnologia de Minion Nanopore. Las muestras para secuenciar genomas completos de
SARS-CoV-2 fueron colectadas a pacientes con residencia en las localidades de Cérdoba
Capital (36), Rio Cuarto (13), Villa Maria (6), San Francisco (5), Rio Tercero (4), Oncativo
(4), Villa Dolores (4), Unquillo (2), Marcos Juarez (2), Monte Cristo (1), Oliva (1), General
Deheza (1), Saldan (1), Santa Rosa de Calamuchita (1), La Falda (1), Alta Gracia (1), Las
Varillas (1), Rio Segundo (1), Monte Buey (1), Bell Ville (1), Rio Ceballos (1), Arroyito (1),
Jesus Maria (1), Monte Maiz (1), Corral de Bustos (1) y Colonia Caroya (1).

Estrategia de secuenciacion empleada:

Para el caso de la secuenciacion de genomas completos, en el Nodo del IPAVE-CIAP-INTA
de Cérdoba, se utilizé el protocolo de amplificacion y secuenciacién de ARTIC para
MinlON modificado (https://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bbmuikéw).

Para el caso de las secuencias parciales, debido a que las variantes buscadas presentan

cambios no sinénimos marcadores en la proteina S (Spike), se decidié realizar la
secuenciacion parcial del gen que codifica para dicha proteina a través del método
tradicional de Sanger, utilizando el protocolo de secuenciacién recomendado por el CDC
(https://github.com/CDCgov/SARS-CoV-2 Sequencing/blob/master/protocols/CDC-
Comprehensive/CDC SARS-CoV-2 Sequencing 200325-2.pdf)  especificamente el
amplicén 29.

Las mutaciones en la proteina S caracteristicas de las variantes se encuentran
representadas en la Figura 2. Todas las variantes presentan cambios nucleotidicos en
otras regiones del genoma, no alcanzados con esta estrategia.


https://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bbmuik6w
https://github.com/CDCgov/SARS-CoV-2_Sequencing/blob/master/protocols/CDC-Comprehensive/CDC_SARS-CoV-2_Sequencing_200325-2.pdf
https://github.com/CDCgov/SARS-CoV-2_Sequencing/blob/master/protocols/CDC-Comprehensive/CDC_SARS-CoV-2_Sequencing_200325-2.pdf
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Figura 2. Secuencia del gen de la proteina Spike (S) (amarillo). Se muestran las mutaciones de
las 4 variantes de preocupacion (VOC). En azul, se observan los fragmentos solapados que se
amplifican utilizando los primers propuestos por el CDC.

En la Figura 2 se muestra la secuencia del gen de la proteina Spike (amarillo), la estrategia
de secuenciacién a través de los cebadores propuestos por el CDC que abarcan la
secuencia competa del gen de S en fragmentos solapados (azul) y las mutaciones
marcadoras de la variante VOC 202012/01 (Reino Unido), variante 501Y.V2 (Sudafrica),
variante 501Y.V3 (Manaos) y la P.2 (Rio de Janeiro). Para cubrir los cambios
caracteristicos se selecciond el fragmento CDC29, se amplificd en todas las muestras
seleccionadas. La secuenciacién de los amplicones se realizé en ambas direcciones
utilizando el método de secuenciacion con dideoxinucledtidos marcados en un
secuenciador capilar ABI3500 XL (Applied Biosystems). Las secuencias fueron analizadas
a través del programa SeqScape (Applied Biosystems) y comparadas con la cepa hCoV-
19/Wuhan/WI1V04/2019 (EPI_ISL_402124-S). Los aminoacidos marcadores de Spike
mencionados que no estan siendo estudiados con esta estrategia son: 69-70del, 144del,
S982Ay D1118H de VOC 202012/01 y K417N de 501Y.V2.
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