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(Proyecto PAIS)

Caracterizacion genomica de muestras de la provincia de Cérdoba entre abril de
2020 y enero de 2021.

RESUMEN

Se realizd la secuenciacién del genoma completo de SARS-CoV-2 a partir de 93 muestras de la provincia
de Cdérdoba 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%). Si bien los linajes observados coinciden con los reportados
previamente en Argentina, en Cérdoba se registr6 un cambio en la proporcion de los linajes en
circulacion reciente respecto a los previamente detectados en esta region.

Como parte de la evolucién natural del virus, se encontraron cambios aminoacidicos en distintas
regiones del genoma viral de algunas secuencias, entre ellas en la regidn que codifica para la proteina
Spike. Sin embargo, las implicancias de estos cambios se encuentran bajo analisis y no revisten por el
momento consecuencias en la biologia viral.

En este informe analiza la circulacion de SARS-CoV-2 en la provincia de Cérdoba desde el 9/4/2020 al
6/1/2021 (SE 15/2020 a SE 1/2021).

El principal objetivo es describir la introduccidn, circulacion y establecimiento de los linajes de SARS-CoV-2
en la provincia de Cordoba y profundizar el estudio del origen y evolucién de los brotes relevantes en la
provincia.

Este informe complementa los resultados generados en los Reportes N25 y N214 cuyos objetivos centrales
fueron identificar los linajes virales que ingresaron a Cérdoba y monitorear la circulacién local del virus a
través del muestreo de pacientes con antecedente de viaje a zonas afectadas y del estudio de infecciones
adquiridas en la comunidad. En este reporte se realiza ademas el analisis integrado junto a secuencias
previas de SARS-CoV-2 provenientes de Cérdoba y de otras provincias de Argentina, obtenidas desde marzo
del 2020 por el Consorcio PAIS.
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Situacidn previa de los linajes se SARS-Cov-2 circulantes en la provincia de Cérdoba.

En el mes de agosto 2020 se reportd la circulacidon de los linajes SARS-CoV-2 obtenidos a partir de 22
muestras correspondientes al periodo marzo (inicio de la pandemia) hasta el 15 de abril 2020, mas 3
muestras del mes de julio de relevancia epidemiolégica (Reporte PAIS N° 5,
http://pais.qb.fcen.uba.ar/files/reportes/pais-reporte5.pdf).

Mediante andlisis filogenético se determind que los 22 genomas obtenidos de muestras de la provincia de
Cérdoba pertenecian al linaje B.1 o sus (sub)linajes derivados, los cuales presentan amplia distribucion
mundial y habian sido descriptos para las secuencias de SARS-CoV-2 de otras regiones de Argentina.

Situacion en el territorio nacional durante el periodo de analisis.

Respecto de la situacion epidemioldgica de la nacidn, al inicio del periodo de analisis de este informe, se
encontraba en vigencia el Aislamiento Social, Preventivo y Obligatorio (ASPO) estricto en todo el territorio
argentino, la circulacion entre provincias se encontraba restringida y fronteras internacionales cerradas. En
el mes de junio la mayor parte del territorio pasé a fase de distanciamiento. Solo cuatro areas urbanas
mantuvieron el aislamiento: el Area Metropolitana Buenos Aires (AMBA), el Departamento San Fernando
de la provincia del Chaco, el Departamento Rawson de la provincia de Chubut y el Area Metropolitana
Cordoba. El 1° de julio toda la provincia de Cérdoba entra a fase de distanciamiento social (DISPO). A partir
de diciembre 2020 quedd habilitado el turismo a casas de veraneo en Cérdoba para quienes no residian en
la provincia y el 1 de enero comenzé la temporada de turismo para el resto del pais en el territorio
provincial.

Situacion epidemioldgica de la provincia de Cérdoba.

Desde el inicio de la pandemia hasta enero de 2021, en la provincia de Cérdoba se realizaron testeos con
RT-PCR a 594.818 personas. Esto resultd en una tasa de 158.177 personas estudiadas por RT-PCR por cada
1 millédn de habitantes. La Figura 1 muestra las determinaciones realizadas mediante RT-PCR por mes.

Hasta el momento del cierre del muestreo se reportaron 130.480 casos confirmados de COVID-19. La Figura
2 muestra los casos confirmados por RT-PCR por mes durante el 2020. El total de decesos por COVID19
ascendid a 2.529, mientras que la proporcidn de altas en relacidn con el total de casos confirmados en la
provincia de Cérdoba fue del 93%.

Finalmente, la Figura 3 muestra la situacién ante la pandemia de COVID19 en la provincia de Cérdoba, con
relacién a la evolucion del nimero de casos confirmados, recuperados, fallecidos y activos.


http://pais.qb.fcen.uba.ar/files/reportes/pais-reporte5.pdf
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Figura 1. Determinaciones realizadas mediante RT-PCR para deteccion de SARS-CoV-2 por mes durante el
afio 2020 en la provincia de Cérdoba.
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Figura 2. Casos positivos para SARS-CoV-2 por RT-PCR, por mes durante el afio 2020 en la provincia de
Cérdoba.
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Situacién ante la pandemia Covid-19

Estado de los casos Covid-19 en la Provincia de Cérdoba
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Figura 3. Estado de los casos positivos para la COVID-19 en la provincia de Cérdoba. Casos confirmados
(azul), recuperados (verde), fallecidos (gris) y activos (amarillo).

Caracterizacion gendmica de SARS-CoV-2 de la provincia de Cordoba

MUESTREO

El criterio de seleccidon de muestras de la provincia para secuenciar consistio en:

e El andlisis de diferentes brotes que se presentaron en dicho periodo:
o Brote del geriatrico de Saldan (abril-mayo 2020).
o Brote de Villa Dolores (junio-julio 2020).
e Residentes de localidades con transmisidon comunitaria: se seleccionaron muestras de las principales
ciudades de Cérdoba (aproximadamente 20 muestras de cada mes).

La distribuciéon de muestras seleccionadas segun localidad fue la siguiente:

Coérdoba 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).

Todas las muestras que se analizaron corresponden a extractos de ARN obtenidos de hisopados
orofaringeos y/o saliva confirmados para la COVID-19 por la técnica de referencia de RT-PCR en tiempo real

(kit DisCovery) y que cumplian con el criterio de una carga viral medida en valores de Ct por debajo de 30.
4
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Estos criterios de seleccién pueden implicar una subestimacion de la diversidad de linajes, sobre todo de
los casos que son independientes entre si y no tienen ningun nexo con clusters epidemiolégicos
identificados.

Estrategia de secuenciacion empleada:

La secuenciacion de genomas completos fue realizada siguiendo el protocolo de amplificaciéon vy
secuenciacidn de ARTIC para MinlON modificado (https://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bbmuik6w).

Se realizaron los controles necesarios para asegurar calidad en cada una de las corridas siguiendo el SOP
“Validacion de método de secuenciacién de muestras de SARS-CoV-2” desarrollado por la Unidad de
Gendmica del IABIMO-INTA Castelar del Consorcio PAIS.

RESULTADOS OBTENIDOS

Secuencias obtenidas

Se obtuvieron un total 93 secuencias gendmicas de SARS-CoV-2 (profundidad promedio ~700X)
provenientes de muestras clinicas de pacientes con la COVID-19.

Estas secuencias seran subidas a la base de datos internacional GISAID una vez concluidos los analisis
pertinentes relativos a esta etapa, mientras tanto estaran disponibles en un repositorio local al cual se
puede acceder con autorizacidn del Consorcio PAIS.

Distribucion de linajes encontrados

Las secuencias del genoma de SARS-CoV-2 obtenidas a partir de individuos infectados de distintos paises
han sido clasificadas segln una taxonomia dindmica de linajes propuesta por el grupo del Dr. Rambaut,
cuya ultima actualizacidn corresponde al 21/02/2021 (Rambaut y col., 2020). Asi, de acuerdo con cambios
nucleotidicos y su agrupamiento filogenético, el SARS-CoV-2 se clasifica en varios linajes principales y
numerosos linajes derivados, denominados con letras y nimeros.

Para el andlisis de las secuencias de Cérdoba, se realizd la asignacién rapida de linajes mediante el programa
Pangolin COVID-19 Lineage Assigner (https://pangolin.cog-uk.io/) Esta herramienta permite determinar el

linaje a través de la identificacidon de patrones complejos mediante machine learning.

Se realizé la confirmacidn de linajes asignados mediante analisis filogenético, como se describe en el Anexo
1. El analisis e interpretacién de los resultados fue realizado por los integrantes del Nodo de Evolucién y los
grupos de trabajo de la provincia de Cérdoba.


https://pangolin.cog-uk.io/
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Mediante andlisis filogenético se determind que todas las secuencias de la provincia de Cérdoba
pertenecieron al linaje B.1 o sus (sub)linajes derivados, que posee amplia distribucidn tanto a nivel mundial
como en Argentina.

En mayor detalle, se encontraron representantes de los linajes B.1.499 (45 secuencias: 48,4 %), B.1.1.33 (4
secuencias: 4.3 %) y de su linaje derivado N.3 (37 secuencias: 39.8 %), B.1 (3 secuencias: 3,2 %), B.1.1.222
(3 secuencias: 3,2 %) y B.1.2 (1 secuencia: 1,1 %).

En el grafico de la Figura 4 se muestra la distribucidn de linajes hallados en la Provincia de Cérdoba hasta el
momento, incluyendo las secuencias del Reporte PAIS N°5 y del presente.
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Figura 4. Distribucion de Linajes de SARS-CoV-2 hallados en la Provincia de Cérdoba (periodo abril 2020 a
enero 2021).

En la Figura 5 se observa la distribucion de linajes de SARS-CoV-2 por mes en el periodo abril 2020 a enero
2021 en la provincia de Cérdoba, donde puede observarse un cambio en los linajes detectados. Asi, durante
los meses de marzo-abril predomina el linaje B.1, y se relaciona con introducciones a partir de personas con
antecedentes de viaje y a los dos primeros brotes en Cérdoba (en Saldan y en un hospital de la ciudad de
Coérdoba). En los meses de junio-julio se empiezan a detectar los linajes N.3 y B.1.499 en alta frecuencia.
Esto sugiere que ambos linajes se establecieron en la provincia de Cordoba a partir de multiples ingresos
posiblemente desde distintas locaciones (inferido desde su relacidn cercana con secuencias de distintas
regiones, ver seccidn “Analisis Filogenético”) y que han permanecido circulando en la comunidad.
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Finalmente, en los meses de noviembre-enero se detectaron por primera vez los linajes B.1.2 y B.1.1.222,
asi como se detectdé nuevamente el linaje B.1.1.33.
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Figura 5. Distribucién de linajes de SARS-CoV-2 por mes en el periodo abril 2020 a enero 2021 enla
provincia de Cérdoba

Anadlisis filogenético de linajes individuales

Linaje B.1

Las cuatro secuencias identificadas como B.1 se agruparon junto con otras cinco secuencias de Cordoba
reportadas previamente (Figura 6, panel b). Estas cinco secuencias habian sido descriptas en el primer
Reporte de la provincia (previamente clasificadas como linaje B.1.5, pero re-clasificadas a B.1 segun la
taxonomia actualizada), corresponde al primer brote de la COVID-19 en Cérdoba ocurrido en mes de abril
de 2020, relacionado a una institucion de cuidados de adultos mayores de la Ciudad de Saldan,
departamento Coldn. Entre las nuevas muestras analizadas se encuentra la del posible caso indice (PAIS-
G0070, 9/4/2020): un profesional de la salud que trabajaba en esta institucion, con antecedente de viaje a
Chile. Otra de las muestras de este grupo corresponde a un individuo con deteccién prolongada de RNA
viral que fue internado en un hospital de la ciudad de Cérdoba y fallecié (29/4/2020). Ambas muestras
agruparon dentro del mismo clado con las secuencias reportadas previamente de este brote y secuencias
del brote ocurrido posteriormente en un nosocomio de la ciudad de Cérdoba, confirmando su origen
comun. La tercera muestra fue obtenida del brote ocurrido en el barrio Villa El Libertador en junio 2020. En
conjunto, estas secuencias forman un cluster monofilético de Cérdoba que sugiere un origen comun y que
no muestra relacion cercana con otras secuencias de Argentina o de otros paises reportadas hasta el
momento en bases de datos. Esto sugiere que, desde una Unica y temprana introduccién en la provincia en
abril de 2020, el virus de este grupo ha permanecido en circulacion comunitaria en la ciudad de Cérdoba
hasta al menos el mes de junio de 2020.
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Linaje B.1.2

El linaje B.1.2 ha sido reportado en 51 paises, pero el 97% de las secuencias corresponden a los Estados
Unidos, donde se lo detectd por primera vez en enero de 2020. Una sola secuencia de la provincia de
Cérdoba pertenecio a este linaje, proveniente de un individuo de la ciudad de Cérdoba sin antecedente de
viaje diagnosticado en diciembre. Esta secuencia se relaciond a un grupo de secuencias de América del
Norte (Canada y Estados Unidos), también correspondientes al mes de diciembre de 2020 (Figura 6, panel
a).

Linaje B.1.1.33

El linaje B.1.1.33 ha sido descripto como un linaje con origen en Brasil, detectado por primera vez en marzo
de 2020 en ese pais. Si bien hasta el momento ha sido reportado en 27 paises, el 73% de las secuencias
corresponden a Brasil y otra gran proporcién a paises sudamericanos, incluyendo Argentina, Chile y
Uruguay.

Las secuencias de este reporte no se relacionaron con las secuencias B.1.1.33 reportadas previamente en
Cérdoba, por lo que se tratarian de distintas introducciones a la provincia. En particular, las cuatro
secuencias de este reporte fueron obtenidas de la ciudad de San Francisco, entre los meses de noviembre
y enero, y se entremezclaron con secuencias contemporaneas provenientes de la ciudad de Santa Fe,
sugiriendo una cadena de transmisién comun del virus en esa region (Figura 7, panel c).

Linaje N.3

Del linaje B.1.1.33 surge, al establecerse en la Argentina, el linaje derivado N.3 (alias B.1.1.33.3) detectado
por primera vez en abril de 2020. Es reconocido como un linaje argentino, ya que casi la totalidad de las
secuencias reportadas en base de datos provienen de nuestro pais (n=84), con excepcién de un reporte de
Chile y uno de Hong-Kong.

Las secuencias de Cdordoba del linaje N.3 se distribuyeron en dos grandes grupos monofiléticos, ambos con
soporte estadistico, que se encuentran cercanos a secuencias de CABA y provincia de Buenos Aires (Figura
7, paneles ay b).

El grupo | incluye 27 muestras de Cérdoba obtenidas entre julio y enero; ademas, este grupo incluyd una
secuencia de Merlo, provincia de Buenos Aires. Diecisiete de las 27 secuencias corresponden a la Ciudad de
Cérdoba, entre las cuales se entremezclan secuencias de otras localidades sin mostrar un patrén geografico
definido. La amplitud temporal y geogrdfica de las muestras sugiere el establecimiento y circulacidn
comunitaria de este linaje en la provincia.

El grupo Il estda conformado Unicamente por secuencias de la provincia de Cérdoba. Tres secuencias
(obtenidas en el mes de julio e informadas previamente) correspondieron a un brote detectado en la Ciudad
de Villa Dolores que comenzd en junio (Reporte N25). Las nuevas secuencias provienen de muestras
tomadas en los meses de junio-julio de 2020 que fueron seleccionadas por su relacién con dicho brote. Dos
fueron obtenidas de personas que asistieron a un mismo establecimiento bancario al inicio del brote: una
8
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perteneciente a un individuo proveniente de CABA que arribé a Villa Dolores con fines laborales
(16/6/2020), quien habria arribado a la localidad cordobesa infectado (posible caso indice); la otra muestra
proviene de un individuo que viajé La Falda-Villa Dolores-La Falda (18/6/2020). Las dos muestras restantes,
correspondieron a distintos momentos del brote (30/6/2020 y 11/7/2020). Ademas, este grupo
monofilético incluyd secuencias provenientes de localidades ubicadas en el corredor de la ruta 9 (dos de
Oncativo, una de Oliva, dos de Villa Maria y una de la Ciudad de Cérdoba), todas obtenidas en el mes de
julio. Los resultados mostraron que todas las secuencias agruparon junto a las secuencias de Cdrdoba
obtenidas previamente formando un cluster monofilético derivado de los virus detectados en el AMBA.
Esto confirmaria la introduccion de este virus a Villa Dolores desde el AMBA y su posterior diseminacién a
otras localidades, como La Falda.

Linaje B.1.1.222

Este linaje circula principalmente en Norteamérica (Estados Unidos y Méjico). En Sudamérica ha sido

reportado en Brasil y Chile, en casos aislados. Este es el primer reporte del linaje en Argentina.

Las tres secuencias de este linaje provienen de la ciudad de Cérdoba de los meses de diciembre 2020 y
enero 2021, dos de ellas provenian de individuos que concurrieron a un mismo evento social. Todas
comparten un ancestro comun cercano y el grupo presenta alto soporte estadistico, lo que sugiere que se
trataria de una Unica introduccién a la provincia. La secuencia filogenéticamente mas cercana corresponde
al Reino Unido, agrupando también con secuencias de Estados Unidos y Méjico (Figura 7, panel d).

Linaje B.1.499

Este linaje, plenamente argentino y detectado inicialmente en marzo del 2020, ha sido reportado en
diferentes provincias del pais, principalmente en la regién del AMBA. El mismo fue el mayoritario en las
secuencias analizadas en este reporte (48,4%), se detecté en varias regiones de la provincia y en diferentes
momentos de la epidemia, sugiriendo su establecimiento y circulacién comunitaria en la provincia de
Cérdoba. Llamativamente, fue el Unico linaje encontrado en la localidad de Rio Cuarto (Figura 8). Las
secuencias de Cérdoba se distribuyeron en al menos cinco grupos distintos y dos secuencias aisladas, lo que
sugiere multiples introducciones a la provincia, posiblemente desde distintas regiones del pais.

El grupo | esta conformado por cuatro secuencias de Cérdoba y una de la CABA.

El grupo Il incluye dos secuencias que comparten un ancestro en comun con secuencias de la provincia de
Santa Fe.

El grupo Il incluye tres secuencias de Cérdoba, relacionadas con secuencias de Neuquén y Rio Negro, el sur
de la provincia de Buenos Aires (Patagones) y una de la CABA.

El grupo IV esta conformado enteramente por secuencias de Cordoba obtenidas entre agosto 2020 y enero
2021 e incluye principalmente secuencias de ciudad de Cérdoba (n=6), Unquillo (n=2), Villa Dolores (n=1) y
San Francisco (n=1).

9
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El grupo V es el mas numeroso e incluyé a 21 secuencias de Cérdoba, dos grupos internos de secuencias de
La Pampa y una secuencia de Santa Fe.

Finalmente, se observaron dos secuencias aisladas. Una de ellas proviene de Alta Gracia y se incluyé en un
grupo de secuencias del NOA (Figura 8, panel a), mientras que la otra corresponde a la ciudad de Marcos
Judrez y agrupé con secuencias de la ciudad de Rosario (Figura 8, panel c).

10
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8.1 [hCov- 16/ Guatemela/19529/2020] EPI_ISL_ 637590|2020-07-23| CentralAmerica

01| WA 15/ Argentina/PALS-00012/2020] EPI_ISL_ 430803 2020-04-01 | CABS
B.1.223|hCaV-19/England/CAMB-7367F/2020) EP1_ISL_ 440234|2020-03-20|Ewrape

1 hCav-19/Canada/QC-JUS-V5272334/2020] EFI_ISL_ BI0744| 2020-03-26| Northamerica
B.1|hCaV-19,Japan,/AG-11711/2020| EF1_ISL_ HSAST4|2020-04| Asia

B.1.223|hCov=19¢Scotland/EDB3SSN/2020| EPI_ISL_ 439355| 2020-05-01|Eurcps
(PAIS-DO041/2020 | EPI_ISL_ 792483 2020-04-03|Neuguén| NGH

&/PALS-DA049/2020] EFL_ISL_ 732431 |2020-D4-07 |Pluttier |NGHN

O002/2020] EPI_ISL_ P92527) 2020-03-23|CBA|Viaje a Calfornia

Provincia Argentina
Cordoba W santare
. La Pampa

[ T

B caea
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Figura 6. Arbol filogenético de los linajes B.1y B.1.2 de SARS-CoV-2.
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N.3|hCaV- 19/Argentina/PAIS-GOOES, 2020 | 2020-08- 10| Cérdoba| CBA Grupo |
N.3|hCov-1%/Argentina/PAIS-GO097/2020|| 2020-09-04|Ria Tercero| CBA

M. 3|hCoV-19/Argentina/PALS-GO10%/ 2020 || 2020-09-19| Rio Ceballos| CBA

N.3|hCoV-18/Argentina/PALS-GO0SE/2020| | 2020-08-04| Cordobal CBA

N, 2| hCoV-19/Argentina/PATS-GO102/2020| | 2020-08-16| Cordoba | CBA

N.3[hCav-10/Argentina/PAIS-GO047,2020 | 2020-11-28| Colnia Caroya |CBA
M.3|hCoV-19/Argenting PAIS-GO054/2020] | 2020-12-14|Villa M arfa|CBA7|
N.3|hCoV-19/Argentina/PATS-GOD037,/2020( | 2020-11-07| Chrdoba| CRA

M.3|hCav-19/Argentina/PAIS-GO023/2020| | 2020- 10-20 | Cérdaba| CBA
N.3|hCov-19/Argentina/PATS-GD092/2020 | | 2020-06-24| Cordona| CBA
N.3|hCoV-19/Argenting/ PAIS-GODD5,/ 2020 | | 2020-06-27 | Cardaba| CBA

N.3|hCav- g IPAIS-GO103/ 2020 | 2020-09- 16 Villa Maria|CBA
.3 |hCoV-19/Argentina/PAIS-GOO28/ 2020 | 2020-10-20| Oncative| CBA
N.3|hCov-19/Argentina/ PALS-GO0SE/2020] | 2021-01-04| Cordobal CBA

M. 3|hCoV- 19/ Argantina,/PAIS-GO0B2/2020 || 2020-07-2 2| Cérdoba | CBA

N.3 [hCov-19/Argentina/PAIS-GOOIH/2020] | 2020-11- 16| Cordobal CBA|Hosp. Italiano
M.3|hCoV-19/Argentina/PAIS-GO0G2/ 20201 2020-12-28 |Rio Tercero| CBA
N, 3|hCoV-19/Argentina/ PAIS-GO108/2020] | 2020-09-19| Cardota| CBA

b 3| hCoV- 19/ Argentina /PAIS-G0110/ 2020 | 2020-09-13 | Arrayits| CRA

M.3|hCoV-19/ Argentina /PATS-GOD24/20 20| | 2020-10-13|Monte Crista| CBA
M3 hCe-18/Argenting/PATS-GOD42/2020| | 2020-11-21| Cérdaba| CBA
1.3 |hCoV-15/Argenting/ PAIS-GO025/ 2020 | | 2020-10- 17 | Cérdaba| CBA

N.3|hCov-19/Argentina/PAIS-G005 3/ 2020 | 2020-12-09| Cdrdoba| CBA

E M.3|hCoV-19/Argenting/PAIS-GO105/ 2020 | 2020-0%- 19| Ric Segundo|CBA

78,7 M.3|hCoV-19/Argentina/ INEID95283/2020| EPI_ISL_ 849353 |2020-10-15|Merio|Faa
N.3|hCoV-19/Argentina/PALS-GOOST/2020| | 2020-08-09| Cordoba | CBA

= M.3|hCol-18/Argentina/PAIS-GO101/2020]|2020-0%-07 | Cordoba | CBA
N.3|hCo-19/Argentina/PAIS-G0086/20201| 2020-08-02| Cordoba | CBA

7
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N.3|hCoV-19/Argentina/PALS-GODZ0/2020] EPI_ISL_ 792544 | 2020-07-06|Willa Dolores | CBA Gﬂ.lpﬂ 1]
H.3|hCaV-18/Argentina/PATS-GOOBO,/2020] | 2020-07-22 | Cordabal CBA
N.3|hCoV-19/Argentina/PALS-GOOB4/ 2020 | 2020-07- 28| Oncative| CBA
N.3|hCaV-19/Argentina/PAIS-GO0B3/2020] | 2020-07-24|Villa Maria|CBA
H.3|hCoV-19/Argentina/FALS-GODEL/2020] | 2020-07-23 | Dliva| CBA
H.3|hCaV-19/Argentina/PALS-GO079/2020] | 2020-07- 19| Oncative| CBA|Brote Oncative

N3 hCaV-19/Argentina/FALS-GOO 78/ 2020] | 2020-07- 18| Vilka Marial CBA
H.3|hCav-15/Argentina/PALS-GO072/2020] | 2020-06- 16|Villa Dolores| CBA | Tecnico Bs As
M.3|hCoV=-19/Argentina/FALS-GOOZ1/2020] EPI_ISL_ 792545| 2020-07-06|Willa Dolores |[CBRA
N.3|hCeV-19/Argentina/PAIS-GIO022/2020 | EPI_ISL_ 792546| 2020-07-06| villa Dalores| CBA
N.3|hiCav-19/Argantina/FAIS-GO0 73/ 20201 | 2020-06- 18| La Falda| CBA| Parsonal Bancaric
N.3|hCaV-19/Argentina/PALS-GO075/2020) | 2020-06-30|Villa Dolores|CBA|Brote Villa Dolores (Intermedia)
M3 n(‘pv mmmmnnmmls GOOTF 20201 2020-07-11|Villa Dolores| CBA| Brote Villa Dolores {Final)

9579,

85.9/68

=
=
L
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B.1.1.33| MCov- 19/Argentina/PAIS-GODE3/ 202D |2020-12-29|5an Francisce| CBA

C _F B.1.1.33|nCaV- 19/ Argentiny PAIS-EDIS9/ 2020 | 2020-12-21 |Santa Fe|SFE
B.1.1.33 |nCoV- 19/Argenting PAIS-GO041/2020 | |2020-11-17 |San Francisco|CBA
f——————— B.1.1,33|nCov- 15/Argenting PAIS-GOOGE/2020| | 2021 -0 1-06|5an Francison| CBA
84/62 f——  B.1,1,33|nCoV- 19/Argenting/ PAIS-EDISS/Z020| | Z020-12- 12|5anta Fe|SFE
l———————— " B.1.1,33|nCoV- 19/Argenting/PAIS-ENOBS/ 2020 || 2020+ 12- 20| 5anta Fa|SFE
B,1,1,33|nCaV-19/Argentina, PAIS- GRG0/ 2020 | 2020-12-22|5an Francisca | CRA
B8.1,1,33|hCav-19/Argantina/PAIS-ED125/2020| | 2020-12-2 1 |Santa Fe|SFE
[~ -1.1.331hCoV-19/ Argantina/ALS-A3568/2020) 12020-08- 2| BahvanaralCABA
B.1.1,33|hCaV-19/Argenting/PAIS-E00 79,2020 | | 2020+ 12-19|Santa Fe|SFE

Linaje B.1.1.33

1.1.33| hEoV-19,/Arpantina/ BALS - Eunmuuzul |2020-12-14| Santa Fe|SFE
B.11. u|m’_nu 18/ Argentina/FAIS-EN0 71,2020 | 2020-12- ulsanm Fe|SFE
8.1.1.33| hCel- 19/ Argentina,/RAIS- EO DB/ 2020| | 2020-08-24| Rafaela| SF
5.1.1.33|hr:n\f-la.fArgennm.fuls-m:gl.n'zmn||zazu-1l-|2|Flnr=s|r:AsA
B.1.1.33 |hCav- 19/ Argenting/ PAIS-AD395/ 2020 | | 2020-11-20 |Recoleta |CABA
B.1.1.33|hCaV-19/ Argent I1A-’JNH..9341U')UZDI EPL_ISL_ 856783|2020-12-10|Jose € Paz|PBA

B.1.1,222 |hCav-19/Arganting/ PAIS-GODST, 2020 || 2020-12-21 |Cérdaba| CBA
B.1.1,222|hCoV- 19/ Argenting/ PALS-GODES/ 2020 || 2021-01-04 | Cérobal CBA

B, 1.1, 222 InCaV-19/Argenting/ PALS-GOD5S/ 2020 || 2020-12- 17 |Céroobal CBA|Evente Sodial| Mira de saliva
B.1.1.222|hCoV-19/England/CAMC-FB1BD1,/2021 | EPI_ISL_ B57779|2021-01-10]Europe
B.1.1.222|hCoV- 19/ Mexico/ CMX- INER-DOF0/2020] EPI_ISL_ 837669|2020-04-20 |NorthAmerica

B.1.1.222| hCo- 19/ Mexica/CMX-INER-00BE/2020| EPI_ISL_ B37686)|2020-05-07|NorthAmerica

B.1.1.222| hCoW- 19y Mecica/CMX-INER-0083/2020| BIT6A1|2020-04-29 | MorthAmerica

B.1.1.222| hCow- 19/ Mecico/CMX-INER-0153/2020| EFI_ISL_ B17749|2020-06-30|Northamerica

B.1.1,222 |nCav-19/Mexico/ CMX-INER-DD2 6/ 2020| EFI_ISL_ 837628| 2020-04-04| Northamarica

B, 223 |nCaV=19 USASCA-ALER 1374/ 2000| EPI_ISL_ 494473 2020-05-05| Northamernica

B, 222|nCaV-19Mesicoy CMX-TNER-D137/2020] EPI_ISL_ 837734 2020-06-10|NarthAmarica

B.1.1,222|nCaV- 19/ Mexico/ CMX-INER-D157/2020] EPI_ISL_ 837753| 2020-07-03 |NorthAmarnica

B.1.1.222|hCaV- 19/ Mexice/CMX-INER-D142/2020] EPI_ISL_ 837738 |2020-06-18 |NorthAmenica
B.1.1.223| hCoW- 19/ Mexica/CMX-INER-01359/2020| EPI_ISL_ B37735)|2020-06-15IMorthAmerica

B.1.1.222 |hCol-19/Mexico/CMX-INER-0203,/2020| EPI_ISL_ BIF70E|2020-08-1 1| NarthAmerica

o
o
N
-
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Figura 7. Arbol filogenético con los linajes B.1.1.33, N.3 y B.1.1.222 de SARS-CoV-2.
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B.1.499| hCav-19/Argentina/ |20:20-08-13| Parque da|CABA :
B.1,499| hCov- lg.l’f\ly: tina/ 020|2020-08-27 | Parque ABA H
b B.1|hCoV-19/Argentina/PAIS-G0113/2020| 2020-09-22|Corral da HDSIOSILdﬂ Grupol
' 5!‘”70' I B.1|hCoV-19/Argentina/PAIS-G0114/2020| 2020-09-22 |Marces Judrez| CBA
’ B.1|hCoV-19/ 10/2020| EPL_ISL_ 855765|2DZU -11-24 | CABA

B.1|hCov-1%/Argentina, PAIS- (JUUZ&."ZUZUlZUZU 10-18[Vi In Maria|C|
B.1|hCoV-19/Argentina/PAIS-GO11 2/2020|2020-09-22|Mante Ha|z|
B.1. 499|||COV 19/Argentina/PAIS-B0019/2020| 2020-07-01|Villa Urquiza| CABA

W rgentina/PALS-HO019/2020| 2020-08-14| Casilda | SFE

B.1. 1199|hEu\l' 19,n’&rg=n ina/PAIS-B0030/2020|2020-07-11|Belgranc| CABA

B 1.499|hCoV-19/Argentina/PAIS-| BODBQJ’ZDZDIZDZU -0B- 26| Flores| CABA

V=19, Argentina,FAlS-HOO ! 13| Rosar ol SFE

ane

.

a8/67

1.499|hCoV-19/Argenting/PAIS-H0024/2020]2020-08- 20| Rosario| SFE
37;9[’ 1.499|hCoV-19/Argentina/FAIS-HOO28/2020| 2020-08- 20| Rosario| SFE
B.1.49%|hCoV-19/Argentina/PAIS-H0011,/2020]2020-08-14|Rosario| SFE
B.1.49%|hCoV-18/Argentina/PAIS-GOO7E/2020| 2020-07-10| Marcoz Juarez| CBA

—— a99|hca\.r-1g.fnrge“nna.rpms GO040/2020|2020-11-17| Cérdaba CBA Grupo Il
W-19/Argentina/PAIS-EOD75/2020| 2020-12-16|Santa Fe|SFE
100730y B.1.499 -’w 19»‘\rgen ina/PAIS-EDDGS/2020| 2020-08-25| Santa Fe|SFE
o, B LagsIncoy- 16/Argentina/PAIS-G0058/2020| 2020-12- 19|R|0 Cuarto|CEA
78.1/69] B.1. 49“|n£.o\' 19/Argentina,/PAIS-HOO 25,2020 2020-08-25| Capitan Bermudez |5
B.1.499|hC \ 19/Argentina/PAIS-HOOZ zczuuuzu 08-25|Fray Luis Beltran|SFE
— n' o\-19/Argantina, S-E0121/2020(2020-09-01|Santa Fe|SFE
S/Argentina,PAIS- r—nnwun?c 2020-08-25 | Ricardone |SFE

1.4
— 5 |.a-’a9|hCn'

B.1.499|hCoV-19/Argenting/PAIS-FOD5/2020| 2020-05-31 | Neuguén|NQN Grupo Ili;
B.1.499 | hCaV/-19/Argentina/PAIS-FOD5 1/2020 | 2020-08- 29| Viedmal RN
B.1.499|hCoV-19/Argenting/PALS-FOD33,/2020| 2020-07-26|Villa Regina|RN

1.499|hCoV-19/Argenting/ PATS-FO0S0/ 2020 2020-08-28| Viedma | RN
81.1/85 B.1.498| nCoV-18/Argentina/PAIS-F1058/2020| 2020-08- 20 Patagones | PBA
B.1.499|hCoV-19/Argentina/PALS-GO056/ 2020 2020-12- 18| Rio Tercero|CBA

geeannny

B, 1.49%| hCoV-19/Argenting/PAIS-GO04S/ 2020] 2020-11-29| Cérdoba| CBA
B.1.499|hCoV-1%/Argentina/PAIS-G0111/2020]2020-09-22|Jesus Maria| CBA
87.4/49] B.1.499|hCoV-19/Argentina/PALS-BO021/2020| 2020-07-03|Parque Chacabuco|CABA
B.1.499|hCoV-19/Argentina/PAIS-BO071/2020| 2020-08-15|Caballite| CABA
B.1.49%|hCoV-1%/Argentina/PAIS-AD1B0,/2020(EPT_ISL_ 792269|2020-05-20]CABA

f B,1.499|hCoV-19/Argenting/PATS-G0027/2020| 2020-10-19| Chrdoba | CBA Grupo Iv:
B.1.499|hCoV-19/Argentina/PAIS-G0115/2020] 2020-0%- 28] Cordoba | CBA :
B.1. 499InLn\-‘ 19)’Rrgentlna.l’Pmb GO044/2020|2020-11-23|Cdrdoba| CBA
4599|hCoV-19/Argenting/PAIS-GO036/2020| 2020-11-06 | Chrdoba| CBA
3 149D|hCov 19/Argentina/PAIS-GO051/20202020-12-07 |Unquillo| CBA
B.1.499|hCoV- /PAIS-GO057/2020|2020-12-18|Unquillo| CBA
B.1,489|hCeV-19/Argenting/PAIS-GO050,2020]2020-12-05 cércubamnn
97.3/99 ¢ 1.499|hCoV-19/Argentina/PAIS-G0031,/2020| 2020-10-22 | Villa Dolores|CBA
B.1.499|hCoVv- lgfl\rgentlna.l’PJ\JS GOEIB"UZEIZEIIZEIZEI 11-05|5an Francisco|CBA
B.1,499|hCoV-19, PAIS-GO067/2020|2021-01-04 | Cordoba| CBA

Linaje B.1.499

[ 1

gentin. 132/, r ¢ P Grupo V

1. C = 021
B,1,499| hCov-19 15-GO0BE, 2020|202 io Cuarto|CBA|Brote Rio Cuarto Inicio
B.1.499 |hCaV- /PAIS-GDDGE/. 0202020~ 09-D4 |Santa Rosa de Calamuchita| CBA
B.1|hCoV-19/Argentina/PAIS-E0086,/2020]2020-12-20|Santa Fe|SFE
H 1|n(,ou 1').’AI"€|en inay ALS- 00032.’ 2C2D 2{)20 11- Gpjlt.ordobali.&l
nifredaL

44 na/FALS
Fre . Argentina/PAIS- GOINJ’)OJDI!DID 09 17|R|u Euarm |CBA|Brote Rio Cuarto (Final)
140N Co- 19/Argentina/PAIS-GO046/2020|2020-11- 2?|\.r.||a Marla| CBA
19/Argentina/PAlS Gowa,zazmzozu 03-19[Monte Busy
90| hC: 1/2020] 12 22|R|u Cuarta|CBA
B. l 499|I‘|Cc\l' 19mruentma."PMS GDDGQ.’ZUZUIZUZI -01- DEIRI{} Cuarto| CBA
| BiL499InCov-19/A GOOS3/2020|2020-08-24|Rio Cuarto|CBA|Brote Rio Cuartn (Ir
B.1.499|hCo\- 19)’»\lrgermanA'|5 G0107/2020|2020-09-19| Bell Vil e|CB&
—— .. B.1.499|nCoV-19/Argenting PAIS-GO0E4/2020|2020-12-30|Rio Cuarto|CBA
99| hCol- 19/ Argantina/PAIS-GO116/2020| 2020-09-28| Ric Cuarta| CBA
.1.458|hCov-19/Argentina/PAIS-GO030,/2020)2020-10-21 Rlu CuarlDICBll
i B.1.499|nCoV-19/Argenting/PAIS-G0035/2020|2020- 11-05| Cordoba
1|hCoV-1%/Argentina/PAIS-GO038/2020| 2020-11- .2|R|c TcrtchICPA
B.1.499|hCo\'-15/Argenting/PAIS-G0091/2020| 2020-08- 10|G=n=ra| Dehez,
B.1.459|hCoV-19/ArgentinaPALS-G0023/2020 | 2020- 10 ICOIUOUGICBAIHOED Italiano
B.1.499| hCoV-19/Arganting PAIS- 60052.n’2020 2020-12-07|Cordoba CBA
B.1. 499|hC.)\|' 1 43/2020|2020-11-23 | Rio Cuarts| CBA
1|hC: 0045/2020|2020-11-27 |Oncativo |CBA
B.1.49%|hCov- wmrgcnrlnw’ﬂﬂls GOG 3'.!’2(}20 2020 08- lGIRm Cuarto| CEA
B.1.49%|hCov-1 5 Varillas| CBA
1.499|hCoV-19/Argentina, PALS- GUU?‘! ZCZD 2020-08- ZSIRIO Cuartol CBH
— B.1.49%|hCov- wmrgcnnnau’ﬂnls G0033/2020]2020-11- 04| Rin Cuart
499 hCol'- 19/ Argentina/PATS-A0398/2020| 2020 11 2-!|U'I|e Lugano|CABA
100}‘3__{ - B.1.499|hCov- 19Mruer|(.nav’vk[5 BOO77/2020|2020-D8-16|Villa Lugano| CABA
B.1,499|hCoy- lgfﬁrgcntlnq.fPh[S BDDG?."?D?UPD?[] 08-10|Falerma| CABA

B.
B.1,499]hCoV-1

37/99

B.1.499] hCe\-19/ 20/EPI_ISL_B56790|2020-10-27|La Matanza|PBA
0409/2020| 2020-12-18 | Retiro| CABA
51,999 1nCov-137Argontina/PAIS - BOD16/ 2020 FU20 D615 | Palermol CABA
H L 150 Cov- 16 Argentina/PAIS-EQ018/2020|EPL IS 782513|2020-06-23|Santa FelSFE
Provincia B cordoba W santafe W chen
Argentina B ujuy, Salta, Tueuman [l La Pampa ] Neuguén, Rio Negro,
~ Tierra del Fuego

B checo W rea

Figura 8. Arbol filogenético del linaje B.1.499 de SARS-CoV-2. Los tridngulos azules en el arbol filogenético

del panel de la izquierda corresponden a grupos de secuencias del AMBA que fueron colapsados para
mejorar la visualizacion del resto de los grupos.
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Anadlisis de mutaciones que podrian afectar la deteccion de los métodos diagndsticos
moleculares disponibles en el mercado.

Dado que existe gran diversidad de métodos moleculares disponibles en el pais para el diagnéstico de
infeccidn por SARS-CoV-2, cada uno con sondas y cebadores especificos localizados en diferentes regiones
del genoma, se analizo la presencia de mutaciones en dichas regiones en los genomas de SARS-CoV-2 de la
provincia de Cérdoba reportadas en este informe. Este andlisis se pudo realizar sélo para aquellos ensayos
qgue tienen la informacién disponible. Cabe aclarar que la presencia de estas mutaciones no implica
necesariamente una disminucion en la sensibilidad de dichos ensayos.

Se analizaron los cebadores y sondas de los siguientes ensayos (ver referencias en Anexo 1):
e Protocolo de Charité, Berlin. Genes reconocidos: E, N y RdRp.
® Protocolo de The University of Hong Kong. Genes reconocidos: N y RdRp.
® Protocolo de CDC Estados Unidos. Gen reconocido: N (regiones N1y N2).
® Protocolo de CDC China. Genes reconocidos: ORFlaby N
® Protocolo de Ministry of Public Health, Tailandia. Gen reconocido: N
® Protocolo de National Institute of Infectious Diseases, Tokio, Japdn. Gen reconocido: N
® Protocolo de Institut Pasteur, Paris. Genes reconocidos: E y RdRp.

® Protocolo de KiCqStart de Sigma-Aldrich. Gen reconocido: S

Se reconocieron las secuencias nucleotidicas de los cebadores y sondas utilizando el algoritmo BLASTn a
través de la aplicacion de un script desarrollado en el nodo bioinformatico del Consorcio. Se registraron las
mutaciones encontradas en los genomas de Cérdoba, cuya ubicacion es reportada en este informe con
respecto a la secuencia de referencia hCoV-19/Wuhan/WIV04/2019:

e Gen RdRp:

0 Se detectaron tres genomas con la mutacidn t12722c, donde se ubica la regién de deteccidn de la sonda
del gen RdRp IP2 del protocolo Pasteur.

o Se detectaron diez genomas con la mutacién c14120t, donde se ubica la region de deteccién de la sonda
del gen RdRp IP4 del protocolo del Instituto Pasteur.

0 Se detectd un genoma con la mutacidon c¢13458t, donde se ubica la region de deteccién del cebador
antisentido del gen ORF1lab del protocolo del CDC de China.

0 Se detectd un genoma con la mutacidon c18796t, donde se ubica la region de deteccién del cebador
sentido del gen RdRp del protocolo de la Universidad de Hong Kong.

e GenS:
o Se detectd un genoma con la mutacidn g23593t, donde se ubica la regién de deteccidén de la sonda del
gen S del protocolo Sigma.
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0 Se detectaron dos genomas con la mutacién c23604a, donde se ubica la regién de deteccidn de la sonda
del gen S del protocolo Sigma.

e GenkE:
O Se detectd un genoma con la mutacidon c26270t, donde se ubica la regién de deteccidén del cebador
sentido del gen E del protocolo del Instituto Pasteur y de Charité, Berlin.

e GenN:

0 Se detectd un genoma con la mutaciéon a28365t, donde se ubica la region de deteccién del cebador
antisentido del gen N del protocolo de Tailandia.

0 Se detectd un genoma con una delecidon 28898-28909, donde se ubica la regién de deteccidn del cebador
sentido del gen N del protocolo del CDC de China.

0 Se detectd un genoma con la mutacién g28936a, donde se ubica la regién de deteccidén de la sonda del
gen N del protocolo del CDC de China.

O Se detectaron cuatro genomas con la mutacidon g29134a, donde se ubica la regién de deteccién del
cebador sentido del gen N del protocolo de Japdn.

0 Se detectaron cuatro genomas con la mutacidon c29272t, donde se ubica la regién de deteccién del
cebador antisentido del gen N del protocolo de Japon.

0 Se detectd un genoma con la mutacidon ¢29280t, donde se ubica la regidon de deteccién del cebador
antisentido del gen N del protocolo de Japdn.

O Se detectaron tres genomas con la mutacidn c29218t, donde se ubica la regidn de deteccidn de la sonda
de N2 del protocolo del CDC de Estados Unidos.

0 Se detectd un genoma con la mutacién c28311t, donde se ubica la region de deteccion de la sonda de N1
del protocolo del CDC de Estados Unidos.

0 Se detectaron tres genomas con la mutacién g28321t, donde se ubican la regién de deteccién de la sonda
de N1 del protocolo del CDC de Estados Unidos, y la regién de deteccion del cebador sentido del gen N del
protocolo de Tailandia.

0 Se detectaron 44 genomas con la mutacidn ggg28881laac, donde se ubica la regidon de deteccién del
cebador sentido del gen N del protocolo del CDC de China.

o Se detectaron 42 genomas con la mutacién t29148c, donde se ubica la region de deteccion del cebador
sentido del gen N del protocolo de la Universidad de Hong Kong.

Detalle de las sustituciones no sindnimas (cambios aminoacidicos) en las proteinas codificadas
en los genomas obtenidos a partir de las muestras de Cordoba.

Para determinar las sustituciones no sindnimas en comparacién con la secuencia de referencia hCoV-
19/Wuhan/WIV04/2019 se utilizd la herramienta CoVsurver y se corroboraron mediante inspeccidn visual.
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Los cambios fueron comparados con los reportados en secuencias de SARS-CoV-2 a nivel mundial utilizando
la herramienta COV-GLUE de GISAID (Singer et al. 2020) y la herramienta outbreak.info.

En concordancia con la presencia exclusiva del linaje B.1 y sus derivados en las secuencias virales
estudiadas, todos los genomas de SARS-CoV-2 poseen la mutacién Spike: D614G, asociada a mayor
transmisibilidad tanto en modelos in vitro como in vivo (Korber et al, 2020; Plante, et al. 2020). Asimismo,
todas las secuencias poseen la mutacion NSP12 (RdRp)/P323L -previamente asociada con un potencial
poder mutagénico mayor del SARS-CoV-2 por estudios bioinformaticos (Eskier, D. et al, 2020.; Chand, G.B,,
et. al. 2020).

Los analisis se focalizaron en el gen de la proteina de superficie Spike (S) del SARS-CoV-2 por su importancia
biolégica en la infeccién, transmisidn, tratamiento e impacto en la vacunacion.

Linaje B.1

Las tres secuencias de Saldan y Ciudad de Cérdoba identificadas como B.1 poseen cambios descriptos
previamente en secuencias de SARS-CoV-2 a nivel mundial, incluyendo el cambio en la regién Spike_D614G.
Dos de ellas (G0071/2020, G0O074/2020) comparten ademas un cambio en NSP3_T1811.

Linaje B.1.2

En la Unica secuencia de Cérdoba identificada como B.1.2 se observaron cambios reportados previamente
en secuencias de SARS-CoV-2, incluyendo los cambios en Spike D614G y G1219V. Es la primera vez que se
observan esta combinacion de mutaciones juntas en la misma secuencia y no ha sido reportada
previamente a nivel mundial.

Linaje B.1.1.222

En las tres secuencias de Cordoba identificadas como B.1.1.222 se observaron cambios descriptos

previamente en secuencias de SARS-CoV-2, incluyendo tres cambios en la region Spike: D614G, D80Y,
T732A.

Linaje B.1.1.33

En las cuatro secuencias de San Francisco identificadas como B.1.1.33 se observaron cambios descriptos
previamente en secuencias de SARS-CoV-2 a nivel mundial; siete de ellos presentes en la region Spike:
D614G (4); Q414R (4); T7781 (4); G1219C (4); 1402V (2); V3G (1); P1162L (1).

En la secuencia que corresponde al inicio del brote se observaron seis cambios en Spike: V3G, 1402V, D614G,
Q414R, T7781 y G1219C. Luego, se observa en secuencias de fecha posterior que algunos cambios se
mantuvieron y otros se perdieron. La combinaciéon de los cuatro cambios en Spike D614G, Q414R, T778l y
G1219C presentes en las cuatro secuencias, al momento ha sido reportada sélo en Argentina y en los
Estados Unidos, a partir del 6 de diciembre de 2020. El resto de las combinaciones de las mutaciones
observadas en Spike no ha sido reportado aun a nivel mundial (Tabla 1).
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Tabla 1. Combinacién de las mutaciones observadas en las secuencias del linaje B.1.1.33.

Muestra Fecha 1402V | Q414R | D614G | T7781 | P1162L | G1219C | Reportada

G0041/2020|17/11/2020 No

G0060/2020 | 22/12/2020 No

G0063/2020 | 29/12/2020 No

Desde 6/12/2020 dos
veces en Argentina y

G0068/2021 | 6/1/2021 dos en USA

La mutacion Spike_ 1402V es un cambio poco frecuente, y segln un estudio realizado se propone que este
cambio podria estar asociado a un leve incremento de la unién al receptor ACE2 (Starr et al. 2021).

Linaje N.3

En las 37 secuencias de este grupo identificadas como pertenecientes al linaje N.3 se observaron cambios
reportados previamente en secuencias de SARS-CoV-2 a nivel mundial, incluyendo en la region Spike los
cambios: L18F (1), M153T (3), L176F (1), D614G (37), V1228L (4), y otros cambios poco reportados en Spike:
E96V (1), G142D (1), A260V (1), R246G (1). En 27 de estas secuencias se observa un cambio en la regidn
NSP3_K589R, que seria marcadora del grupo.

En una secuencia de Villa Dolores del 11 de julio de 2020 (G0077/2020) se observo la co-ocurrencia de las
mutaciones Spike_D614G y Spike_R246G; esta combinacion ha sido reportada a partir del 3 de enero de
2021 sélo en Irlanda (4) y en Reino Unido (4). En una secuencia de Villa Maria del 16 de septiembre de 2020
(G0103/2020) se observd la co-ocurrencia de las mutaciones en Spike D614G, V1228L, L18F y A260V. No se
hallaron reportes de esta combinacién de cambios a nivel mundial. En una secuencia de Arroyito del 16 de
septiembre de 2020 (G0110/2020) se observd la co-ocurrencia de las mutaciones Spike D614G y
Spike_E96V; esta combinacion ha sido reportada a partir del 19 de enero de 2021 sélo en Turquia (1) y
Espafia (1).

Linaje B.1.499

En las secuencias identificadas como B.1.499 provenientes de varias localidades de Cérdoba se observan
cambios reportados previamente en secuencias de SARS-CoV-2 a nivel mundial, siete de ellos compartidos
por las 45 secuencias de este linaje provenientes de la provincia de Cérdoba, incluyendo Spike_D614G. En
particular para la region Spike se observaron los cambios: T22I (1), D253G (4), V308L (1), T3231 (1), Q613H
(1), A626S (13), E654Q (24), Q677H (1), P681H (2), L938F (1), T1027I (1), G1219V (1), V1228L (1), y los
cambios poco reportados Spike_F65Y (1), D178N (2), G181A (4), E281Q (1), T572S (1), N641Y (1), A783S (1).
En particular, el cambio Spike_F65Y que se observa en la secuencia de Rio Cuarto (G0033/2020) es la

primera vez que se reporta en el mundo.
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oEn la secuencia de Rio Cuarto del 4 de noviembre de 2020 se observé la co-ocurrencia de las mutaciones
Spike_D614G y Spike_F65Y; no se hallaron reportes de esta combinacién de cambios a nivel mundial.

oEn las cuatro secuencias del Grupo |, de las localidades de Corral de Bustos, Marcos Juarez, Villa Maria y
Monte Maiz, entre 22/9/2020 y 18/10/2020, se observd la co-ocurrencia de las mutaciones en Spike:
D614G, G181A y D253G. Esta combinacién solo se ha reportado a nivel mundial en una secuencia de
Argentina de una fecha posterior, del 24/11/2020.

oEn una secuencia del Grupo 1V, de Cérdoba del 4 de enero de 2021 (G0067) se observod la co-ocurrencia
de las mutaciones en Spike: D614G, N641Y y A783S; no se hallaron reportes de esta combinacién de
cambios a nivel mundial.

oEn las 24 secuencias (3 del Grupo IV y 21 del Grupo V) se observoé la co-ocurrencia de las mutaciones en
Spike: D614G, E654Q y en N: T362l, ademas de un cambio en la regién NSP3_M1856I; no se hallaron
reportes de esta combinacién de cambios a nivel mundial.

oEn 13 secuencias (tres del Grupo Ill y diez del Grupo 1V) se observd la co-ocurrencia de las mutaciones en
Spike D614G y A626S, ya reportadas a nivel mundial. Sin embargo, en las 10 secuencias del Grupo 1V,
detectadas desde el 22/9/2020, se observd la co-ocurrencia de las mutaciones en Spike: D614G, A626S
junto a N_M210I; esta combinacidon de mutaciones solo se ha reportado en Islandia a partir del 17 octubre
de 2020.

oEn una secuencia de Rio Cuarto del Grupo V (G0088/2020) se observd co-ocurrencia de las mutaciones
Spike_E654Q y Spike_T10271, reportada anteriormente en Argentina en secuencias de la provincia de La
Pampa.

olas dos secuencias del Grupo Il (G0040/2020, G0058/2020) poseen un cambio en NS7b_C41S.

Otros cambios de interés son las inserciones o deleciones en regiones que codifican proteinas virales, las
cuales podrian afectar su funcidn. En dos de las secuencias del linaje N.3, se observan deleciones. En una
secuencia, una delecion de 12 nucledtidos en la regién que codifica para la proteina N que resulta en la
pérdida de cuatro aminoacidos (N_del209-212) y en otra secuencia una delecion de tres nucledtidos en la
region que codifica para la proteina NSP1 que resulta en la pérdida de un aminodacido (NSP1_M85del). En
una de las secuencias del linaje B.1.499 también se observa la delecion de tres nucledtidos en la region que
codifica para la proteina NSP1 (NSP1_M85del). Esto demuestra que existen cambios comunes en ciertas
posiciones que pueden producirse en secuencias de distintos linajes.

En la Figura 9 se muestran los cambios observados en la regidn Spike para los distintos linajes identificados
en Cérdoba, incluyendo aquellos poco frecuentes (amarillo) y los que estan relacionados con la unidn al
receptor celular ACE2 o alguna funcién de impacto en la biologia viral (naranja). Entre paréntesis se incluye
el numero de secuencias en los que se observd cada cambio representado, excepto para aquellos cambios
compartidos por todas las secuencias del linaje.
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CONCLUSIONES GENERALES

En este informe se reporta el andlisis detallado de 93 secuencias de SARS-CoV-2 provenientes de
muestras clinicas de pacientes de la provincia de Cérdoba diagnosticados con la COVID-19 durante el
periodo comprendido entre el 9/4/2020 y el 6/1/2021.

Todas las secuencias corresponden al linaje B.1 o sus derivados, lo que es compatible con la amplia
distribucién que presenta a nivel mundial y es congruente con lo observado anteriormente para
Argentina y para la mayoria de los paises de América del Sur.

Cabe destacarse que el analisis comparativo con la primera etapa de estudio de secuencias de esta
region del pais permitié establecer que se registré un cambio en los linajes en circulacion. El linaje
B.1.499 fue el mayoritario, mientras que el linaje B.1.1.33 y su derivado N.3, detectado en los casos
inicialmente estudiados asociados a viajeros, continud circulando en alta frecuencia. Esto sugiere que
ambos linajes se establecieron en la provincia de Cordoba a partir de multiples ingresos posiblemente
desde distintas locaciones (inferido desde su relacion cercana con secuencias de distintas regiones) y
algunos de ellos han permanecido circulando en la comunidad. El linaje B.1, responsable de los dos
primeros brotes en Cordoba (en Saldan y en un hospital de la ciudad de Cérdoba) sdlo fue detectado
hasta junio 2020, lo que indicaria que su circulacidon podria haber sido desplazada por otros linajes.

Se detectaron algunos cambios nucleotidicos en zonas de reconocimiento de algunos reactivos de
diagndstico molecular de los que se dispone informacién; sin embargo, la presencia de estas
mutaciones no implica necesariamente una disminucidn en la sensibilidad de estos ensayos.

Por ultimo, se encontraron algunos cambios aminoacidicos en distintas regiones del genoma viral de
algunas secuencias. Se observaron diversas combinaciones de mutaciones en la region que codifica para
la proteina Spike, reportadas por primera vez a nivel mundial, entre las que se destaca la mutacién
Spike_F65Y detectada en una muestra de Rio Cuarto. Asimismo, en muestras correspondientes al linaje
B.1.1.33 provenientes de San Francisco se detectaron las mutaciones S_Q414R (cuatro muestras)y S_
1402V (dos muestras), localizadas en el dominio de unidn al receptor ACE2, cambios que podrian estar
asociados a un leve incremento de la unién al mismo.
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ANEXO 1

Analisis filogenéticos

Las secuencias de Argentina fueron analizadas junto con secuencias de referencia de distintos linajes
(https://github.com/hCoV-2019/pangolin) y secuencias con mejor score de alineamiento por BLAST (entre
10 hits por secuencia incognita, contra la base de datos de GISAID al 31/01/2021). Los alineamientos se
construyeron con el programa MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) con parametros por
default. El modelo evolutivo apropiado se selecciond con ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017,
https://doi.org/10.1038/nmeth.4285) de acuerdo con criterio de Informacién Bayesiano y los anélisis

filogenéticos se realizaron por Maxima Verosimilitud con el programa IQ-TREE v. 2.1.2 COVID-edition (Minh
y col., 2020, https://doi.org/10.1093/molbev/msaa015). Se utilizaron los métodos de SH-like approximate
likelihood ratio test (1000 réplicas) (Guindon et al., 2010, https://doi.org/10.1093/sysbio/syq010) y
Ultrafast bootstrap Approximation (10000 réplicas) (Hoang y col., 2018,

https://doi.org/10.1093/molbev/msx281) como métodos para evaluar la confiabilidad de los grupos
obtenidos. En las ramas de los arboles (Figuras 5-7) se indican los valores de SH-like/UFB para los grupos
relevantes.

Analisis de mutaciones que podrian afectar la deteccion de los ensayos diagndsticos moleculares
disponibles en el mercado.

Se analizaron los cebadores y sondas de los siguientes test:

® Protocolo de Charité, Berlin. Genes reconocidos: E, N y RdRp (https://www.who.int/docs/default-
source/coronaviruse/protocol-v2-1.pdf?sfvrsn=a9ef618c_2)

e Protocolo de The University of Hong Kong. Genes reconocidos: N y RdRp.
(https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/peiris-protocol-16-1-20.pdf?sfvrsn=aflaac73_4)
® Protocolo de CDC Estados Unidos. Gen reconocido: N (regiones N1 y N2)
(https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/rt-pcr-panel-primer-probes.html)

° Protocolo de CDC China. Genes reconocidos: ORFlab y N
(http://ivdc.chinacdc.cn/kyjz/202001/t20200121_211337.html)

® Protocolo de Ministry of Public Health, Tailandia. Gen reconocido: N (https://www.who.int/docs/default-
source/coronaviruse/conventional-rt-pcr-followed-by-sequencing-for-detection-of-ncov-rirl-nat-inst-
health-t.pdf?sfvrsn=42271c6d_4)

® Protocolo de National Institute of Infectious Diseases, Tokio, Japdn. Gen reconocido: N
(https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/method-niid-20200123-
2.pdf?sfvrsn=fbf75320_7)

® Protocolo de Institut Pasteur, Paris. Genes reconocidos: E y RdRp. (https://www.who.int/docs/default-
source/coronaviruse/real-time-rt-pcr-assays-for-the-detection-of-sars-cov-2-institut-pasteur-
paris.pdf?sfvrsn=3662fch6_2)

e Protocolo de KiCqStart de Sigma-Aldrich. Gen reconocido: S (https://www.sigmaaldrich.com/covid-
19/main-es.html)
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