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RESUMEN

Con el objetivo de estudiar las variantes circulantes del virus SARS-CoV-2 se realizé la
secuenciacion parcial del gen que codifica para la proteina Spike en 81 muestras de la
CABA y PBA obtenidas en el periodo 27/01/2021 al 21/02/2021. Se detect6 la
combinacion de mutaciones caracteristica de la variante 501Y.V3 (Manaos) en dos
muestras, y la de la variante 501Y.V1 (Reino Unido) en una muestra, mientras que
también se detectd la mutacion S_E484K -caracteristica de la variante P.2 (Rio de
Janeiro)- en 15 muestras y la mutacion S_E484Q en un caso. No se detectd la
combinacion de mutaciones caracteristica de la variante 501Y.V2 (Sudafrica). Uno de
los casos que presentd la variante 501Y.V3 tuvo antecedente de viaje a Pipa, Brasil, y
el otro habria sido contacto de otro viajero, también procedente de Brasil. En cambio,
el caso de la variante 501Y.V1 (Reino Unido) habria sido adquirido en la comunidad.
En todos los casos reportados de las variantes se procedera a la secuenciacion del
genoma completo.

Hasta el momento, sobre un total de 626 muestras analizadas a través de la vigilancia
activa de variantes, la 501Y.V1 (Reino Unido) se identificé en cuatro casos (0,6 %), la
501Y.V3 (Manaos) en dos casos (0,3 %), y la mutacion S_E484K en forma aislada -
compatible con P.2 (Rio de Janeiro)- en 43 casos (6,9 %) y la mutacién S_L452R/Q/M
en siete casos.

Contexto epidemioldgico

Desde el mes de diciembre de 2020, al menos cuatro variantes virales del SARS-CoV-2
han llamado la atencion de la comunidad cientifica y de los gobiernos a nivel nacional e
internacional:

e La variante 501Y.V1 (linaje B.1.1.7) o VOC 202012/01, cuya muestra mas antigua
fue detectada en el Reino Unido el 20/09/2020 (Rambaut y col., 2020). Esta variante
ya ha sido reportada -al dia 27/02/2021- en 94 paises, incluidos Argentina, Brasil,
Chile, Ecuador, Peru y Uruguay, dentro de América del Sur. En nuestro pais se detecto
esta variante por primera vez en una muestra de finales de diciembre de 2020,
proveniente de un argentino residente en Reino Unido que resulté positivo para
SARS-CoV-2 al arribar al aeropuerto de Ezeiza desde Frankfurt
(http://pais.gb.fcen.uba.ar/files/reportes/pais-reportel2.pdf). Por otro lado, el 4 de
febrero se identificd la presencia de esta variante en la comunidad: fue identificada
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en un residente del Municipio de La Matanza sin antecedentes de viaje ni contactos
con viajeros (http://pais.gb.fcen.uba.ar/files/reportes/pais-reportel5.pdf).

e La variante 501Y.V2 (linaje B.1.351) o VOC 202012/02, detectada inicialmente en
Sudafrica desde el 08/10/2020 (Tegally y col., 2020). Esta variante ha sido reportada
en 48 paises hasta 27/02/2021, sin reportes de su introduccién a América del Sur.

e La variante 501Y.V3 (linaje P.1, derivado del linaje B.1.1.28) o VOC 202101/02,
cuya muestra mas temprana corresponde al dia 04/12/2020, detectada inicialmente
en Manaos, Brasil, y en Japdén (Faria y col., 2021) que ya ha sido detectada en 25
paises, incluyendo Brasil, Colombia, Peru, Venezuela y Argentina.

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 20 paises, incluida la Argentina, con
circulacion comunitaria.

Las variantes 501Y.V1 (Reino Unido), 501Y.V2 (Sudafrica) y 501Y.V3 (Manaos, Brasil) han
sido recientemente asociadas a una mayor tasa de transmision o a un drdstico aumento
de su prevalencia en corto tiempo (Volz y col. 2020; PHE, 2020; Farias y col, 2021, Tegally
y col, 2020). Sélo en el caso de la variante 501Y.V1 (Reino Unido) se observé, en andlisis
preliminares, una posible asociacidn con mayor riesgo relativo de muerte (NERVTAG,
2021). Asimismo, 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.

Si bien algunas variantes comparten cambios genéticos (como ser la mutacién S_N501Y
observada en las variantes 501Y.V1, 501Y.V2 y 501Y.V3, o la mutacién S_E484K
observada en las variantes 501Y.V2, 501Y.V3 y la de Rio de Janeiro (P.2) (Figura 1), éstas
tienen origenes distintos, es decir, esos cambios comunes ocurrieron en eventos
evolutivos independientes.

Algunas de estas mutaciones pueden tener importancia bioldgica. En particular, el
residuo 484 de la proteina S se encuentra localizado en el motivo de unién al receptor
(RBM, por receptor binding motif) e interacciona directamente con el receptor humano
hACE2 (Lan y col., 2020). La mutacion S_E484K se asocid con resistencia a la
neutralizacién por anticuerpos monoclonales neutralizantes y sueros policlonales de
convalecientes (Weisblum y col., 2020; Liu y col., 2020, Greaney y col. 2021, Baumy col.,
2020).

Por otro lado, la mutacion S_N501Y se asocié con un aumento en la afinidad de unién
de la proteina Spike al receptor humano hACE2, lo que se propuso como parcialmente
responsable por el aumento en la transmisibilidad observado para las variantes que la
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poseen, especialmente para la variante 501Y.V1 (Reino Unido) (Volz y col., 2021). La
mutacion D614G emergio a finales de enero de 2020, y rdpidamente se disemind por
todo el mundo, incluyendo el 99% de las muestras argentinas.

A su vez, mutaciones en la posicion 452 de la proteina Spike se asociaron con
disminucidn de neutralizacion por anticuerpos monoclonales y sueros de
convalecientes (Liu y col. 2020; Starr y col, 2021). Particularmente la mutacién L452R se
encuentra presente en los linajes B.1.427 y B.1.429 (variantes inicialmente detectadas
en California), como asi también en otros linajes de reciente expansién a nivel mundial.
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Figura 1. Representacion de los cambios aminoacidicos en el gen S de SARS-CoV-2
caracteristicos de las variantes de interés epidemioldgico. Los cambios indicados en rojo
corresponden a los de mayor impacto potencial sobre la biologia viral o la neutralizacién por
anticuerpos. Las mutaciones sombreadas corresponden a las abarcadas en el fragmento 29 del
CDC (codones S_428 a S_750), utilizado para la vigilancia activa de variantes en el presente
reporte.

Con el objetivo de continuar con la vigilancia activa de estas variantes, el Consorcio
Argentino de Gendmica de SARS-CoV-2, a través del nodo de secuenciacidon del
Laboratorio de Virologia del Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez (HNRG) (CABA) realizé
la secuenciacion parcial del gen de la proteina Spike del SARS-CoV-2 (en 81 muestras) de
pacientes provenientes de la CABA vy la PBA (27/01/2021 al 21/02/2021)
correspondientes a casos de circulacion comunitaria, viajeros internacionales o
contactos de viajeros internacionales.
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Resultados:

Se realizé la secuenciacion parcial del gen que codifica para la proteina Spike (codones
428 a 750) en un total de 81 muestras de la CABA y la PBA, viajeros internacionales o
contactos de viajeros internacionales.

Deteccidn de la variante 501Y.V3 (Manaos)

A través de la identificacion conjunta de las mutaciones E484K, N501Y, D614G y H655Y,
se detectd la variante 501Y.V3 (Manaos) en dos casos: El primero corresponde un
individuo de nacionalidad argentina que ingreso al pais el dia 07/02/2021 proveniente
de Brasil a través de un traslado sanitario dada su condicion de salud. Luego del arribo
al pais, el paciente fue internado en un hospital de la ciudad de Buenos Aires en donde
se realizo la toma de muestras para estudio de SARS-CoV-2 y posterior secuenciaciéon
por parte del equipo del Proyecto PAIS (nodo HNRG).

El segundo corresponde a un ciudadano brasilero residente en la ciudad de Buenos Aires
que fue estudiado por un efector de salud de la red de atencién del Gobierno de la
Ciudad de Buenos Aires el dia 16/02/2021 por haber sido contacto estrecho de un
individuo con sintomas compatibles con la COVID-19 y con historia reciente de viaje a
Brasil. La muestra fue procesada para diagndstico en el laboratorio de virologia del
HNRG siendo seleccionada para su secuenciacion como parte del muestreo semanal del
10% de casos positivos detectados en dicho laboratorio. La investigacion epidemioldgica
y el rastreo de contactos permitié la identificacién de otros tres casos confirmados que
se encuentran aislados y con seguimiento diario de las autoridades sanitarias. Estos
casos se encuentran en estudio para su secuenciacion.

Deteccion de la variante 501Y.V1 (Reino Unido)

A través de la identificacidn conjunta de las mutaciones N501Y, A570D, D614G, P681H vy
T716l, se detectd la variante 501Y.V1 (Reino Unido) en una residente de la ciudad de
Buenos Aires.

El caso fue asistido en un efector hospitalario de la red de atencion del Gobierno de la
Ciudad de Buenos Aires el dia 16/02/2021 al cual consulté debido a la presencia de
sintomas compatibles con infeccién por SARS-CoV-2. En tal sentido, las muestras clinicas
fueron derivadas para su estudio al laboratorio de virologia del Hospital de Nifos R.
Gutiérrez, realizandose la posterior secuenciacion por el parte del equipo del Proyecto
PAIS (nodo HNRG). En los dias subsiguientes, se llevé adelante el rastreo y estudio de
contactos identificandose otros casos positivos dentro del grupo familiar los que
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cumplieron el aislamiento domiciliario con seguimiento diario por parte de
profesionales médicos y de las autoridades sanitarias. De acuerdo a la investigacién
epidemioldgica realizada, la paciente no manifesté antecedentes de viaje al exterior ni
a otra region del pais como tampoco declaré haber tenido contacto estrecho conocido
con otras personas que hubieren frecuentado las zonas afectadas. Estos hallazgos
permiten su identificacion como un caso de origen comunitario.

Deteccidon de la mutacién S E484K/Q

La mutacion S_E484K Unicamente en combinacidon con D614G se detectd en 15
muestras (18,5 %), lo que sugiere que éstas pueden corresponder a casos de infeccién
por la variante P.2 (Rio de Janeiro) - en circulacién comunitaria en nuestro pais- que
deberan confirmarse por secuenciacion y analisis del genoma completo.

De los casos con la mutacidon E484K, once corresponden a casos del Municipio de la
Matanza, provincia de Buenos Aires, y cuatro a muestras provienen de la CABA. Ademas,
se observd un caso con la mutacién S_E484Q, proveniente de la CABA.

Continuando con el andlisis de la frecuencia de esta mutacién desde el inicio de la
vigilancia molecular de variantes de SARS-CoV-2, el grafico 1 muestra el nUmero de casos
evaluados por semana epidemiolégica y su residuo aminoacidico en la posicién 484.
Ademas, la frecuencia de la mutacion E484K/Q se muestra en la Tabla 1.

Casos secuenciados del AMBA con informacion del residuo 484
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Grafico 1. Numero de casos por semana epidemioldgica 2020-2021 desde el inicio de
la vigilancia molecular de variantes de SARS-CoV-2.
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Tabla 1. Frecuencia de la mutacién E484K/Q por semana epidemioldgica.

Frecuencia
dela .
Semana L IC ajustado
epidemioldgica mutacion (95%)*
E484K/Q
(%)
hasta 50 2,6 <0,01-14,7
51 7,1 2,3-17,5
52 1,3 <0,01-7,7
53 1,5 <0,01-9,0
1 1,4 <0,01-8,1
2 7,4 2,4-18,1
3 20,0 9,1-37,7
4 10,8 3,7-253
5 30,0 14,3-52,1
6 20,6 10,1-37,1
7 20,6 10,1 -37,1

'El intervalo de confianza de la frecuencia se estimd mediante el
método de Wald modificado (Agrestiy Coull, 1998).

Deteccidn de la mutacién S L452R/M/Q

En un grupo de siete muestras correspondientes al periodo comprendido entre el
04/01/2021 y el 19/02/2021 se detectd la mutacion S_L452R/Q/M. En cuatro de ellas
el cambio fue S_L452R, en dos el cambio fue S_L452Q y en una S_L452M. Todos estos
casos no tienen relacién entre si y corresponderian a casos de circulacién comunitaria.

Por ultimo, en ninguna de las 81 secuencias de SARS-CoV-2 analizadas en este reporte
se observd la combinacién de mutaciones caracteristica de la variante 501Y.V2
(Sudafrica).

Conclusion:

La vigilancia activa de las variantes de SARS-CoV-2 realizada sobre un total de 626
muestras de la CABA, provincia de Buenos Aires, Cérdoba y la ciudad de Santa Fe
(reportes N° 9 a 16) obtenidas entre el 01/11/2020 al 21/02/2021 permitié determinar
la presencia de tres variantes de interés epidemiolégico mundial en nuestro pais: la
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variante 501Y.V1 (Reino Unido), la variante 501Y.V3 (linaje P.1, Manaos), y la variante
P.2 (Rio de Janeiro).

Hasta el momento, la variante 501Y.V1 (Reino Unido) fue identificada en un total de
cuatro casos, de los cuales sélo dos presentaron antecedente de viaje, mientras que los
restantes se tratan de dos casos de infeccidon adquirida en la comunidad. La variante
501Y.V3 (Manaos) fue detectada en dos casos de los cuales uno tiene antecedente de
viaje a Brasil y el otro resultd ser contacto estrecho de un caso importado de Brasil.

Con relacidn al linaje P.2 (Rio de Janeiro), hasta el momento se confirmé su presencia
en siete casos que fueron reconocidos inicialmente a través de la mutacién S_E484K y
luego confirmados por secuenciacion completa y andlisis filogenético. Los siete
correspondieron a circulacion comunitaria en AMBA, a partir de varias introducciones
al pais.

La mutacién S_E484K/Q -en ausencia de las mutaciones en Spike caracteristicas de las
otras variantes- fue identificada en un total de 43 casos (que incluyen a los siete casos
de variante P.2 mencionados previamente). Durante las ultimas semanas
epidemioldgicas se observé un aumento de su frecuencia, lo que es indicativo de
mayor dispersion en nuestra poblacién.

En un grupo de siete muestras se detecté la mutacion S_L452R/Q/M, todas sin nexo
epidemioldgico entre si, ni antecedentes de viaje por lo que corresponderian a casos de
circulacidn comunitaria. Se ha observado que mutaciones en esta posicidn se asociarian
con posible escape inmunolégico y pueden presentarse en diversos linajes de reciente
emergencia a nivel mundial, por lo que estos genomas se estudiardn mas
exhaustivamente en el préximo periodo de analisis.

El Consorcio Argentino Interinstitucional de Gendmica de SARS-CoV-2 continuara
realizando la vigilancia molecular sobre los casos de circulacion comunitaria con la
estrategia planteada, a fin de monitorear con rapidez la presencia de variantes de
interés epidemioldgico internacional y la emergencia de variantes virales locales. A la
par, se seguiran caracterizando los genomas completos de SARS-CoV-2 que han
circulado desde el inicio de la epidemia en diferentes regiones del pais.

Materiales y Métodos

Muestras seleccionadas para este analisis:

En el Laboratorio de Virologia del Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez (CABA), durante
el periodo comprendido entre 07/02/2021 y el 21/02/2021 se procesaron 3767
muestras de hisopados nasofaringeos (HNF) provenientes de personas con sospecha de
la COVID-19 atendidas en distintas Unidades Febriles de Urgencia (UFU)
correspondientes al Hospital Rivadavia y Pirovano y Unidades Sanitarias Mdviles de la
Ciudad Autdnoma de Buenos Aires (CABA). Del total de las muestras, 550 resultaron
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positivas para SARS-CoV-2 a través de qRT-PCR para los genes N y RdRP. Se
seleccionaron un total de 50 muestras positivas en base a sus cargas virales traducidas
en valores de Ct menores a 30 para la secuenciacion parcial del gen que codifica para la
proteina S de SARS CoV-2. Las mismas, correspondieron a pacientes residentes de la
CABAy del GBA.

Ademas, con el propésito de profundizar la situacién epidemioldgica del municipio de
La Matanza, dado que en el Reporte N°15 de PAIS se habia detectado un caso de la
variante 501Y.V1 (Reino Unido) adquirido en la comunidad:

- Se seleccionaron 27 de 62 muestras positivas por gPCR en el laboratorio
Instituto de Investigaciones Biomédicas en Retrovirus y Sida (INBIRS) pertenecientes al
periodo comprendido entre el 27/01/2021y 17/02/2021.

- Se seleccionaron 3 de 7 muestras positivas por Neokit, sobre un total de 14
muestras procesadas el dia 19/02/2021 provenientes del Hospital Teresa Germani de la
Matanza.

Asimismo, se analizd un caso particular de un viajero procedente de Brasil que fue
derivado para su estudio al nodo de secuenciacién HNRG.

Estrategia de secuenciacion empleada:

Se decidio realizar la secuenciacién parcial del gen que codifica para dicha proteina a
través del método tradicional de Sanger, utilizando el protocolo de secuenciacion
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). Amplificando el segmento 29 del protocolo mencionado
(fragmento comprendido entre los aminoacidos S_428 y S_750).
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