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Consorcio interinstitucional para la Secuenciacién del genoma y estudios gendmicos de SARS-
CoV-2 (Proyecto PAIS)

En esta etapa del trabajo se buscé cumplir con el primer objetivo propuesto en el proyecto PAIS, que es
identificar los linajes virales que han ingresado a través de los pacientes con antecedente de viaje a zonas
afectadas, asi como identificar el origen de los brotes descritos en la provincia de Cérdoba, grupos que
podrian establecerse y posteriormente asociarse a brotes de circulacién local. Para ello el periodo de
analisis en esta etapa corresponde a los primeros meses del brote en Argentina, desde el 22 de marzo al
15 de abril (SE 13 a SE 16) mas tres casos del mes de julio de relevancia epidemiolégica al momento del
muestreo.

Situacion epidemioldgica durante el periodo de analisis:

Respecto de la situacion epidemiolégica de la Nacidn sobre los Decretos Nacionales relativos al
Aislamiento Social Obligatorio (ASPO):

e 20 de marzo de 2020. DNU 297/2020 Determinacion del Aislamiento Social Obligatorio (ASPO)
estricto en todo el territorio argentino.

31 de marzo de 2020. DNU 325/2020 Prérroga DNU 297 hasta 12 abril

1 de abril de 2020. DNU 331/2020 Prérroga DNU 274 Ingreso extranjeros

11 de abril de 2020. DNU 355/2020 Prérroga ASPO hasta 26 abril.

11 de abril de 2020. DNU 365/2020 Prérroga DNU 331

26 de abril de 2020. DNU 408/2020. Prérroga ASPO hasta el 10 de mayo.

Situacidn epidemioldgica de la provincia de Cérdoba durante el periodo de andlisis y Descripcién del
muestreo realizado

Respecto de las medidas del ASPO dispuestas por el Gobierno Nacional, la provincia hasta ese momento
estaba adherida en su totalidad como el resto de las jurisdicciones del pais.

A fecha del 15 de abril se notificé al sistema de vigilancia epidemiolégica provincial un total de 4298
casos, de los cuales: 232 fueron confirmados y 3233 se descartaron, mientras que 833 se encontraban en
estudio (https://www.cba.gov.ar/informe-diario-de-casos-y-medidas/).

Los tres Departamentos con mayor numero de casos reportados en ese periodo fueron el de Cérdoba con
77 casos, el departamento de Colén con 59 y el de San Martin con 24 casos. En el siguiente grafico se
muestran el nimero de casos confirmados, segin semana epidemioldgica (SE 10 a 33). Fuente: Ministerio
de Salud de Cérdoba y Reporte epidemioldgico de Cérdoba (REC 2.353 - 12 de agosto 2020). Asimismo, se
resalta en verde el periodo de andlisis que abarca este reporte.
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Antecedente geridtrico Saldan

Se incluyeron muestras de un brote asociado a un geriadtrico de Saldan (departamento de Coldn), en el
cual un profesional de la salud que trabajaba alli y en otros consultorios médicos del area de Sierras
Chicas fue diagnosticado con Covid-19 el 9 de abril. El profesional tenia antecedente de viaje a Chile. A
raiz de esta situacién, equipos del Ministerio de Salud desplegaron una estrategia de ampliacién
diagndstica que incluyd testeos a las personas residentes, a trabajadores del lugar, a contactos estrechos,
personal de salud local y otras personas. Se decidié analizar 4 casos provenientes de este brote con el
objetivo de confirmar el origen Unico que referia la epidemiologia.

A partir de los datos presentados y de la interaccién con los laboratorios se procedié a realizar la seleccién
de las muestras a estudiar.

Los laboratorios y centros de salud que aportaron las muestras y los datos clinico-epidemioldgicos de los
pacientes, asi como aportaron a la discusién de los resultados aqui presentados son:

1. Laboratorio Central, Ministerio de Salud (Cérdoba, provincia de Cérdoba): Gabriela Barbas vy
Gonzalo Castro, Paola Sicilia y Laura Lépez.

2. |Instituto de Virologia “Dr.J.M.Vanella” Facultad de Ciencias Médicas - Universidad Nacional de
Cordoba (provincia de Cérdoba): Viviana Ré y Maria Belén Pisano.

Todas las muestras que se analizaron corresponden a extractos de ARN obtenidos de hisopados
nasofaringeos confirmados para la COVID-19 por la técnica de referencia de RT-PCR en tiempo real y que
cumplian con una carga viral medida en valores de Ct que debian estar por debajo de 30. Esto deja abierta
la posibilidad de una subestimacion de la diversidad de linajes, sobre todo de los casos que son
independientes entre si y no tienen ningln nexo con clusters epidemiolégicos identificados.

Para la seleccion de las muestras se siguid el criterio de identificar los linajes virales que ingresaron a las
provincias a través de personas con antecedente de viaje a zonas afectadas, asi como aquellos brotes que
pudieran estar marcando la instalacion de circulacion comunitaria.
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Se seleccionaron un total de 22 muestras positivas para SARS-CoV-2 para secuenciar. Seis casos eran
provenientes de la ciudad de Cérdoba, 4 de Saldan, 2 de Bell Ville, 3 de Villa Maria, 3 de Villa Dolores, 1 de
Brikman, y 3 sin datos. De los mismos, 15 tenian antecedentes de viaje al exterior.

El promedio de edad fue 53,1 afios (mediana= 58 afios). Trece eran mujeres y 9 hombres.
Secuenciacion

El nodo de secuenciacién del Consorcio Interinstitucional para la secuenciacién de SARS-CoV-2 implicado
en este reporte fue el IPAVE-CIAP-INTA, ubicado en la ciudad de Cdrdoba. Este laboratorio posee un
equipo Minlon-Nanopore. El equipo de trabajo esta constituido por Franco Fernandez y Humberto Debat.

En el proyecto PAIS se emplean dos tecnologias para la secuenciacién de los genomas de SARS-CoV-2,
Illumina (Secuenciacién de 2da generacion) y Nanopore (Secuenciaciéon de 3ra generacién). La tecnologia
Nanopore permite la secuenciacion de moléculas simples de acidos nucleicos (ADN o ARN) sin la
necesidad de amplificacidn previa via PCR o marcado fluorescente de las moléculas, como si lo requieren
las tecnologias de 2da generacion. Esta tecnologia ha desarrollado un sistema que emplea nanoporos
conformados por proteinas del tipo porinas que atraviesan membranas sometidas a un campo eléctrico
constante. Cuando las moléculas de ADN o ARN atraviesan dichos poros, se genera un cambio en la
corriente eléctrica de la membrana, el cual puede ser medido y que permite conocer con buena precision
la composicién de las moléculas que estan atravesando dicho poro. Una de las ventajas de esta tecnologia
es la portabilidad ya que los dispositivos de secuenciacion son de reducido tamafio (por ej MinlON ~15cm
de largo). Por otra parte, las muestras pueden ser procesadas rapidamente con requerimientos de
infraestructura y de personal minimos, a la vez que se pueden analizar los datos en tiempo real. Estas
caracteristicas hacen que sea una tecnologia ideal para el monitoreo y la rdpida identificacion de virus y
otros patdgenos emergentes de importancia en Salud Publica. Este constituye el primer reporte del
Consorcio con la metodologia Minlon-Nanopore.

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

RESULTADOS OBTENIDOS

Se obtuvieron un total 22 secuencias de SARS-CoV-2 (profundidad promedio ~600X) provenientes de
muestras clinicas de pacientes con la COVID-19 de la provincia de Cordoba. El promedio de cobertura del
genoma en las 22 muestras fue del 98,49% con una mediana de 99,57%.

Estas secuencias seran subidas a la base de datos internacional GISAID una vez concluidos los andlisis
pertinentes relativos a esta etapa, mientras tanto estardn disponibles en un repositorio local.



fi, A
Wty

PR#YECTO

Al

PROYECTO ARGENTINO INTERINSTITUCIONAL DE GENOMICA
DE SARS-CoV-2

Linajes

Las secuencias del genoma de SARS-CoV-2 obtenidas a partir de individuos infectados de distintos paises
han sido clasificadas, de acuerdo con cambios nucleotidicos y su agrupamiento filogenético, en dos linajes
principales (denominados con letras A y B) y varios linajes internos (A.1-A.9 y sus subgrupos, o B.1-B.22 y
sus subgrupos), segun la ultima actualizacién de la clasificacion (Lineages versién 2020-07-20) (Rambaut y
col., 2020; https://doi.org/10.1101/2020.04.17.046086).

Para la asignacion rdpida de linajes se utilizaron los programas Pangolin COVID-19 Lineage Assigner y
Covidex. Ambas herramientas permiten determinar el linaje, la primera a través una asignacion
filogenética online usando secuencias de referencia (https://pangolin.cog-uk.io/), y la segunda, a través
de la identificacion de patrones complejos mediante machine learning
(https://sourceforge.net/projects/covidex/), desarrollada por el Dr. Marco Cacciabue, integrante del Nodo
Bioinformatico del Consorcio.

Posteriormente el Nodo de Evolucion del Consorcio y en particular el grupo de Evolucién Viral de la
Catedra de Virologia de la FFyB-UBA, realizé los analisis filogenéticos necesarios para confirmar los linajes
inicialmente asignados. Se observd una concordancia del 95.5 % con los métodos de asignacién rapida de
linajes.

A su vez, se realizaron analisis filogenéticos de cada linaje para evaluar la relacién entre las secuencias
provenientes de Cérdoba y aquellas de otras localizaciones geograficas, como asi también para identificar
cadenas de transmision asociadas a una fuente Unica de infeccién (detalles metodoldgicos en Anexo).

Distribucion de linajes encontrados

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 ya fue descripto para las secuencias de
Argentina reportadas previamente y que posee amplia distribucidn mundial (En la figura suplementaria 1
1, se muestra el arbol filogenético que se obtuvo para clasificar en los distintos linajes a las secuencias
obtenidas).

En particular, las secuencias de SARS-CoV-2 de las muestras de la provincia de Cordoba, que se muestran
en el siguiente grafico, correspondieron al linaje B.1 (31,8 %) y sus sublinajes B.1.1 (13,6 %), B.1.1.33 (27,3
%), B.1.3 (4,5 %) y B.1.5 (22,7 %).
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Andlisis filogenéticos
Linaje B.1

El linaje B.1 es el mas representado en las secuencias de Cérdoba (n=7) y provinieron de individuos con
antecedentes de viaje. La evidencia filogenética actual indica que todas han sido introducciones
independientes a la provincia (Figuras 1y 2). En particular, se observé que:

-Una secuencia de una persona con antecedentes de viaje a Miami, Estados Unidos, se agrupd con un
clado de secuencias de ese pais.

-Cuatro secuencias de individuos con antecedentes de viaje se asociaron a un grupo de secuencias de
Europa y Brasil. Dos de ellas, de individuos con antecedentes de viaje a Ushuaia, se intercalaron con
secuencias de Europa, mientras que las otras dos secuencias de personas con registro de viaje a Brasil
formaron un grupo interno con secuencias de ese pais y de Francia, mas dos secuencias obtenidas de
pacientes de Neuquén reportadas previamente, también con antecedentes de viaje a Brasil.

-Una secuencia de una persona con antecedentes de viaje a Republica Dominicana se agrupd con una
secuencia de Costa Rica.

-Otra secuencia de un individuo con antecedente de viaje a Republica Dominicana se entremezclé entre
secuencias de distintos paises.

Linaje B.1.1

Tres secuencias de Cordoba pertenecieron al linaje B.1.1 y todas se asociaron con viajes a los Estados
Unidos (Figuras 1 y 3). Dos de ellas formaron un grupo y la secuencia restante se agrupd con una
secuencia de Inglaterra con moderado soporte. Estos grupos se interrelacionaron con secuencias de
varios paises, incluidas secuencias previamente reportadas de Argentina.

El sistema de nomenclatura utilizado en este reporte indica una subclasificacion de este linaje en
sublinajes como el B.1.1.33, que se describe a continuacion.

Linaje B.1.1.33

Las secuencias de Cordoba de este linaje provienen de individuos con antecedentes de viaje a Brasil (n=3)
y de un brote en la Ciudad de Villa Dolores de principios del mes de julio (n=3) (Figuras 1 y 4).
Particularmente, se observd que:

Las secuencias de individuos con antecedentes de viaje se intercalaron con secuencias de distintos paises
como Brasil, Chile, Estados Unidos y Australia, y representarian tres introducciones independientes a la
provincia.

Las secuencias asociadas al brote de Villa Dolores formaron un grupo monofilético de alto soporte, lo que
es compatible con una fuente comuin de contagio. Este grupo se encontré dentro del gran clado
conformado por secuencias de la CABA y provincia de Buenos Aires reportado previamente y
correspondiente a muestras de abril y mayo.
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Linaje B.1.3

Una sola secuencia de la provincia de Cérdoba pertenecio a este linaje, proveniente de un individuo con
antecedentes de viaje a Republica Dominicana. Esta secuencia se relaciond a un grupo de secuencias de
Estados Unidos y América Central (Figuras 1y 5).

Linaje B.1.5

Las secuencias de Cérdoba de este linaje provienen de un individuo con antecedente de viaje a los
Estados Unidos y de un brote en una instituciéon de cuidados de adultos mayores de la Ciudad de Saldan
(n=4) (Figuras 1y 6). Particularmente, se observé que:

- La secuencia del individuo con antecedente de viaje se entremezcld con secuencias de Estados Unidos,
de distintos paises de Europa y de Argentina reportadas previamente.

- Las secuencias asociadas al brote de la Ciudad de Salddan formaron un grupo monofilético de alto
soporte, lo que es compatible con una fuente comun de contagio. Este grupo se encontré en forma basal
al linaje B.1.5 y presenta 7 posiciones con nucledtidos marcadores Unicos, con respecto al resto de las
secuencias B.1.5. Algo interesante de destacar de este brote es que a pesar de que el caso indice tenia
antecedente de viaje a Chile, las secuencias analizadas en este reporte no se asociaron a ninguna
secuencia Chile reportada hasta el momento en las bases de datos.
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Los resultados de asignacidn de los linajes se presentan de una manera grafica en la siguiente figura que
fue realizada por Agustin Maria Pardo y Claudio Schuster, integrantes del Nodo Bioinformatico del
Consorcio.
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Figura 1. Arbol Filogenético de secuencias gendémicas de SARS-CoV-2 provenientes de la provincia de
Cérdoba, otras secuencias argentinas previamente reportadas por Consorcio PAIS y referencias de linajes.
El arbol filogenético fue obtenido mediante el programa IQ-TREE v2.0.6 (http://www.igtree.org/) e
integrado con el mapa a partir de la libreria de R, phytools (http://www.phytools.org/). Cada secuencia
estd conectada por una linea coloreada respecto a su ciudad de procedencia (Cuadro derecho, "Mapa").
Los linajes de las secuencias obtenidas a través de los andlisis filogenéticos mostrados en la Figuras 2-6 se
los resaltd sobre las ramas del arbol de la izquierda (Cuadro izquierdo, "Linajes").
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/2020| EP|_ISL,_468237| 4
hCoV- \SL 420063 \202003 22
hCov- ]S/anoeﬂmﬂlﬁR/Zﬂzﬂ\[Pl ISL_447655] 202008
hCo\-19/France/IDF3235/2020| EPI_ISL. azcmﬂmmasza
hCoV-19/Switzerland/120172/2020 | EPI_ISL. 468250| 2020-04-
hCo\-10/France/10016DC/2030| EPI IS 4477o7|2czuos
708/2020[EPI_S1,_429211]2020-03-24
hcou-ls/Franoe/maasBG/zmmEPl I5L_447660| 202003
hCoV-19/Taiwan/128/2030| EPI_ISL_320083| 2020-03-18

877139 || o 19/Switzerland/120165/2020 | EPL IS 468247]2020-04.26 [
hio 9/Genmnv/FFM7/2020\EFI 15L._447613|2020-02
324138/2020| EPI_ISL_ 03-24 70E-5

Figura 2. Arbol filogenético del linaje B.1 de SARS-CoV-2.



PASS

PROYECTO ARGENTINO INTERINSTITUCIONAL DE GENOMICA
DE SARS-CoV-2

PR#YECTO

Linaje B.1.1

ARGENTINA
I AMBA - PAIS
M Patagonia - PAIS

M cérdoba - PAIS
B otras

hCoV-19/England/NORT-289164/2020| EP|_|SL_458678| 2020-03-27 d
E hCoV-19/SouthAfrica/KRISP-0149/2020 | EPI_ISL_467499|2020-05-30
hCoV-19/France/B5447/2020| EPI_ISL_443280|2020-04-01
- hCoV-19/Russia/StPetersburg-RI83935/2020| EP|_ISL_450279|2020-04-22
hCoV-19/Russia/StPetersburg-RIIB9135/2020| EPI_ISL_450290|2020-04-23
I hCoV-19/England/LOND-D41E4/2020| EPI_ISL_444100 2020-04-06
hCoV-19/England/LOND-DA4964/2020 | EPI_ISL_444153|2020-04-10
hCoV-19/Sweden/20-51618/2020 | EP|_ISL_463068| 2020-05-20
85.1/91 hCoV-19/ ina/PAIS-GO005/2020| 2020-04-05 | viaje a Miami
{ hCoV-19/Argentina/PAIS-G0006/2020| 2020-04-09 | viaje a California
hCoV-19/Spain/COV002601/2020| EP|_ISL 467088 2020-0317
————————— hCo\-19/England/BRIS-12913A/2020| EPI_ISL_458783|2020-04-19
———  hCoV-19/Switzerland/VD0502/2020 | EPI_|SL_415459| 2020-02-29
hCoV-19/Portugal/PT0026/2020 | EPI_ISL_418011]|2020-03-04
. hCoV-19/Wales/PHWC-24DD2/2020 | EPI_ISL_420940]|2020-03-21
hCoV-19/Portugal/PT0289/2020 | EPI_ISL_454005| 2020-03-10
f_j‘ hCaV-19/USA/OR-PROV-145/2020| EP|_ISL_482403| 2020-05-02
—— b
—
L 430797|2020-03-27 | BAHIA BLANCA b

 —— hCoV-18/Argentina/PAl
 —1 92.1/99 hCoV-18/Argentina/PAl 4-28 | BAHIA BLANCA
hCoV-19/Arge |EPL ISL_430805|2020-04-01|BAHIA BLANCA

hCov-19/England/LOND-DSEBF/20 | 2020-04-19

84.7/48 hCoV-19/Argentina/ PAl 0-03-31| viaje a Miami
:g hCoV-19/England /SHEF-CADER/20
hCoV-19/SouthAfrica/KRISP-0368/:

—
— hCoV-19/PortugalfPT0017/2020| EFI_ISL_4:

4
:E 78.2/77
E_ 70| EPL_ISL_448097]2020-05-06
— hCo\:19/Portugal/PTOB0 25]202003-13

6.0E-5

Figura 3. Arbol filogenético del linaje B.1.1 de SARS-CoV-2.
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PROYECTO ARGENTINO INTERINSTITUCIONAL DE GENOMICA
DE SARS-CoV-2

PR#YECTO

ARGENTINA Linaje B.1.1.33
M AmBA - PAIS

. Patagonia - PAIS
hCov-13/Argenting/Heritas HGOOL/2020| EPILISL_476496|2020-04-22| CABA
A - hCoV-19/Argentina/PAIS-AD089/2020 | 2020-05-06 | San Nicolas| CABA
. CO rdOba PAIS 90.2/63 hCov—ls/ArgennnajPA\S—AwsszOzo\ZOZOOS-OZ\San Nicolas | CABA
. Otras ' he PAIS-AD134/2020] 2020-05-13| Barrio 1-11-14|CABA
hCol-19/Argentina/PAIS-A0131/2020] 2020-05-13 | Barrio 1-11-14 | CABA
hCaV-19/Argenting/PAIS-BODDL{2020 | 2020-05-28| Palerme | CABA
Cov—lB/NEentma/FA\S AOlM/ZOZDIZDZO—US 12 |Barrio 1-11-14|CABA
hCe [S-AD191/2020| 2020-05-20| Barrio 1-11-14| CABA
hCn\LlE/Argenllna/PerAm14/2020\262005]1\ Barrio 1-11-14| CABA
hCoV-19/ArEenting/ PAIS-AD120/2020| 2020-05-12 | Barrio 1-11-14 | CABA,
hCo\-19,/Argentina/PAIS-AG074/2020 | 2020-05-04 | Barrio 1-11-14 | CABA
hCoV-15/Argentina/PAIS-ADDED/2020 | 2020-05-03 Barrio 1-11-14| CABA

7381

heov - 0020/2020|; 0706 Brote Villa Dolores
87.5/98 heov- ina/PAIS-GO021 07-06 | Brote Villa Dolores
hCov. 07-06]Brote Villa Dolores

he feritas HGOOG/2020| EPI_IS|_476561|2020-05-07 | CABA
hCo\l B/Argentma/Hentas HG007/2020| EPLISL_476565|2020-05-05| CABA
88/64 i hCo! AD142/2020| 2020-05-15 | Barrio 1-11-14| CABA
hCol- 18/Argentina/RAIS-A130/2020 | 2020-05-13| Caballito | CABA
86.0/71 hCoV-19/Argentina/PAIS-A0090/2020| 2020-05-07 | Matadercs| CABA
L hCo\-19/Argentina/ PAIS-AD176/2020| 2020-05-18 Barrio 1-11-14] CABA
76.8/92 | hCo\-19/Argentina/PAIS-AD137/2020| 2020-05-14 | Barrio 1-11-14| CABA
|:[ hCov- P

\0310/2020| 2020-05-18]L de Zamora |LOMAS DE ZAMORA

hCo\-19/Arzenting/PAIS-A#0026/2020| EPL_ISL_ ¢ 430817 |2020-04-18|CABA
RCGV-19/Argentina/PALS-AO023/2020] EPI_ISL_430814| 2020-04-17 | Barrio 1-11-14| CABA
he AO122/2020] 2020-05-20 | Barrio 1-11-14| CABA
hca\f-m/Arggmina/FmS-Amr/,tznzn|2020-05-15|Bamu 1-11-14|CABA
hCa\-19 fArgentina/PAIS-AQ174/2020 | 2020-05-19 | Barrio 1-11-14 | CARA
hCoV-19/Argenting/PAIS-A0194/2020| 2020-05-21 | Barracas |CABA.
hCo\v-19/Argenting/PAIS-AQ104/2020| 2020-05-09 | Barrio 1-11-14 | CABA

hiCo\-18/Argentina/PAIS-AD121/2020 | 2020-05-12 | Barrio 1-11-14 | CABA
hCov-19/Argentinay PAIS-A0139/2020 | 2020-05-15 | Floresta | CABA

\CoN-19/Argentina/PAK-ADD24/2020] EP|_SL_430815] 2020-04-18| CABA

227772 hCoh: /2020 2020-04-18 | Budge |LOMAS DE ZAMORA
i hCoy inayPAIS-A0146/2020| 2020-05- 15| Barrio 1-11-14| CABA
hto! i .-.CI]B7/'ZDZD|1EI20D } i l'll'lﬂ‘UlBA
hCoV-19/Argentina/PAIS-A0157/2020| 2020-05-17 | Monserrat| CABA
84.7/76 hCaV-15/Argentina/PAlS-AT148/2020| 2020-05-15 | Barrio 1-11-14| CABA

hCo\- 19,/ Argentina/PAK-A284/2020] 2020-05-22 | Los Hornos| LA PLATA
hCol-15/Argentina/PAIS-A0190/2020| 2020-05-20 | Barrio 1-11-14|CABA
hCov-19/Argentina/PAIS-A0177/2020 | 2020-05-19| Barrio 1-11-14 |CABA
hCot-19 fArgentina/PAIS-AQ166/2020| 2020-05-19 | Barria 1-11-14|CABA
SLE/94;  hCoV-19/Argentina/PAIS-AD143/2020 | 2020-05-15 | Barrio 1-11-14|CABA
80.7/79 { hCo¥-19/Argentinay/PAIS-A0144,/2020| 2020-05-15 | Barrio 1-11-14 | CABA
80.9/73 hCov-18/Argentina/PAIS-AQL27/2020| 2020-05-13 | Barrio 1-11-14| CABA
hCov-19/Argentin/PAIS-AD175/2020| 2020-05-19| Barrio 1-11-14|CABA
hCoV-19/Argentina/PA-ADL62/2020| 2020-05- 18 Barrio 1-11-14| CABA
hCoV-19/Brazi/UFRBEX 16402020 EPI_ISL_492033| 2020-04-29
92.9/39 NCaV-15/LISA/NIA-MGH-00693/2020 | EPI_ISL 460215] 2020-04-06
hCol- 19/LISA/MA-MGH-00694/2020 | EPI_ISL_A604D3| 2020.04-05
hiCoV-1¢ '2020| 2020-04-01 | viaje a Brasil {R1)
hCo¥-19/Brazil/UFRI-BEX 57722/2020| EPISL_452045|2020-05-27
hCov:19/Brazil/UFRI-IBEX 58271/2020| EPI_ISL 492048| 2020-06-01
hCov-19/England/CAMB-74DSE/2020| EPL_ISL_425373|2020-03-19
sagan [ TCOVAF/USAMNUW-198/2020) EPLSL 626294 2020.03-24
= HCo\19/Chile/Santiago 71/2020| EM_ISI_ 445367 |2020.03-21
hCoV-15/Arg |2020-03-23 |viaje a Brasil
hCov-19/Argentina/PAIS-G0013/2020|2020-03-31 | viaje a Brasil {Buzios)
hCoV-19/BrazifUFRI-BEX 32321/2020|EPLISL_492041]2020.04-20
hCoV-19/Australia/VICS76/2020| EPI_ISL 427131] 2020-04-05
hCo\-19/Brazil/UFRI-IBEX 32317/2020| EP|_ISL_492040|2020-04-30
hCov-19/Brazi/AP163972-IEC/2020 | EPI_ISL_458144|2020-04-15
hCoV-19/USA/MI-MDHHS-SC20138/2020| EPI_ISL_436853| 2020-03-24
hCo\*19/Brazl/AP164082-IEC/2020|EPI_ISL_4SB143| 2020-04-15
hCoV-13/Chile/Santiago-237.11/2020| EPI_ISL_468752|2020-03-14
hCoV-19/Brazil/UFRI-IBEX 2215/2020| EPL_ISL_492034 2020.04-17
hCo-19/Brazi/SP-55172020| EPL_ISL_47 1554|2020-03-29
hCov-19/Brazl/PA161545-1EC/2020] EPI_SL_450874202003-20
hCo\-19/BrazifAP161167-IEC/2020| EPI_ISL_4S0873| 2020-03-17
85.7/89 hCo\-19/Arentina/PAIS-AD236,/2020 | 2020-05-13 | Florencio Varela| FLORENCIO VARELA
773/85 | hCov-19/Argenting/PAIS-A0325/2020| 2020-05-15 | Quilmes Oeste | QUILMES
hcw 157ArEentina/ PAIS-A0305/2020| 2020-05- 18] Tolosa| LA PLATA
20200525 | Barrio Acul | QUILMES
hCnV—lB/Argennna/PALE—NBOS/ZmD |2020-05-25 | Barrio Azul| QUILMES
hEoV-19/Araenting/PAIS-AL307/2020] 2020-05-25 | Bernal | QUILMES
hCoV-18/Argenting/PAIS-AD315/2020| 2020-05-25 | Barrio Azul | QUILMES
58.9/81 heov: 19/Argenting/PALS-80255/2020|2020-04-25 | Luls Guillon |ESTEBAN ECHEVERRIA
hCov-19/Argenting/PAIS-40256/2020| 20200427 | Ezeiza| EZEIZA
hCov-15/Argentina/PAIS-AU314/2020| 2020-05-25 | Barrio Fiorito|LOMAS DE ZAMORA
hCoV-19/Argentina/ PAIS-A262/2020| 2020-05-01 | Eliaguel | ESTEBAN ECHEVERRIA
hCoV-19/Argentina/PAIS-A0237/2020| 2020-05-16| Qulimes| QUILMES
I heow fPAIS-AD322/2020|2020-05-07 | Cilmes| QUILMES
1 hCoV- B A0313/2020| 05-25San Frandisco Solano | QUILMES
hCoV- OND-DM9EC/2020| EPL_ISL 444166 2020-04-10
hCov-19/England/LOND-DAAT0/2020 | EPL_ISL_444174] 20200411
B.11.10| hCo\-19/England/20108034006/2020 | EPI_ISL_417258] 2020-03-06
hCo\-19/England/LOND-DASBF/2020 | EPI_ISL_444163 | 2020-04-10

€e'1T’1T'g

79.5/84

93.9/97

97.7/98

0] B.11.14|hCoV- EPLISL 477828 2020-04-08
hCov-19/EnglandyLOND-D4434/2020 | EPL_ISL_444171|2020-04-10
L 782 BLL| HColkL9/England/ 20135056204/2020 | EPLSL_120715|2020:03-26
B.1.1.5|hCoV-19/England/SHEF-DOB71/2020| EPI_ISL_ 452076| 2020-05-14

hCo\-19/England/LOND-DAAES/2020 | EPLISL 444179 | 2020-04-11
hCo\-19/England/LOND-D4ABF/2020 |EPI_ISL_444175]| 2020-04-11
99.5/100 917/70 ‘jmo\ualk«:mamaﬁumva 5709/2020| EPI_ISL. 468138|2020
I heovas i-4284/2020| EPL_IS|_468135| 2020-03-22
TL4/98,  hCoV-18/England/LOND-D4SDD/2020] EPI_ISL_444165|2020-04-10
{ hCoV-15/Englanc/LOND-DAACE/2020 | EPI_ISL_444178|202004-11

R 52 Ad|hCou-19/USAMWI-UW-22/2020 [EP|_ISL 417514 [2020-03-13 -
AJhCov- /08070-CV11/2020| EP|_ISL_455422]2020-03-29 6.0E5
AS[hCov-15, CastilaLaanchaz01328/2020| EP|_Is|,_a18245| 2020-03-01 4
95.5/100 I A 1] hCoV-19/USA/M/A-51202/2020 | EPI_5L 463692| 2020.05-07
] A3|hCob J/VIC17/2020 | EPI_ISL_419736]|2020-03-07

‘ A.2|hCov-18/England/BRIS-12 1FOB/2020| ERI_ISL_440043|2020-03-13

Figura 4. Arbol filogenético del linaje B.1.1.33 de SARS-CoV-2.
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ARGENTINA g
Il AMBA - PAIS

. Patagonia - PAIS e,

M cordoba - PAIS
I Otras

PR#YECTO

PROYECTO ARGENTINO INTERINSTITUCIONAL DE GENOMICA
DE SARS-CoV-2

Linaje B.1.3

hCoV-19/USA/NY-PVD9023/2020 | EPI_ISL_421597|2020-03-21
hCoV-19/PuertoRico/CDC-53/2020 | EPI_ISL_434549|2020-03-23

- hCoV-19/USA/NY-NYUMCE6/2020| EP|_ISL_420581|2020-03-18

hCoV-18/USA/NY- NYUMCBZ]ZDZO|EPI ISL_421583|2020-03-18

hCo\-19/USA/NY-PVOB481/2020| EPI_ISL 421421|2020-03-18
hCoV-18/USA/NY-NYUMC355/2020| EFT_ISL 430382 | 2020-04-09
hCoV-19/USA/NY-NYUMC393/2020| EPI_ISL_430420|2020-04-13

hCov-18/USA/NY-NYUMCA6/2020| EPI_ISL 420297 2020-03-18
hCov-19/USANA-DCLS-0278/2020| EPIISL_452848| 2020-04-22

hCoV-19/Argentina/PAIS-G0014/2020| 2020-04-02| viaje a Rep. Dominicana

ey
L

70E5

—
Ll hCoV-19/CostaRica/INC-0046/2020| EPI ISL 491457]2020-03-25
hCoV-19/USA/NY-NYUMC146/2020 | EPI_ISL 424953 2020-04-01
IR S— hCoV-19/USA/NY-PVI00268/2020| EPI_ISL_450052]2020-03-17
= hCoV-15/USA/NY-NYUMCEAT/2020 | EPI_ISL_444764|2020-04-02
6055
a

Figura 5. Arbol filogenético del linaje B.1.3 de SARS-CoV-2.



ARGENTINA

H AMBA - PAIS
M Patagonia - PAIS
M cérdoba - PAIS
B otras

734141

PR#YECTO

PROYECTO ARGENTINO INTERINSTITUCIONAL DE GENOMICA

hCo\/-19/Argentina/PAK- ADCO7/2020| EPL_ISL_430799| 2020-03-30] CABA
hCo\-19/Spain/COVI00I 18/2020 | EPI_ISL_d52651| 2020-03-27
hCove 19/Russie/StPetersburg-RII5S3425/2020 | EPI_ISL_430099| 2020-04-13
hCo¥t 15/Russia/STPetersburg-RIS445/2020 | EPI_ISL_A30074| 2020-04-08
hCov-19/Colonbia/INS-82457/2020 | EP1_ISL_456146| 2020-03-20
hCo\-19/USA/CA-CZB067/2020| EP_I5L_429029| 2020-03-28
hto! {_ISL_430075| 2020-04-09
nmww/sm-vmmm?a/zozu |EPLISL 452654 702003.25
EPLISL_455332|202003-10
hcmm/uswmwnmssczmﬁ/znzmsm I5L_452789 20200316
hCo\-19/USA/MN-MDH-1290,2020| EP|_ISL_483010] 2020-03-24
hCoV-19/S pairy/Barcelona VH7663/2020EPL ISL 847533 | 2020-03-25
hCoV-15)/Spain/ COVOO1338/2020 | EP|_ISL_452503| 20000318
hCol 19/0man/RESP-20-2523/2020| EPI_ISL_457975] 2020-03-17
hCo¥-19/Spain,Barcelona VHS0BL/2020|EPI IsL 444981 | 2020-03-21
hCo\-19/Spain/Barcelona VH5994/2020 | EPI_IS|_444933| 2020-03-22
hCoi-19/Spain/Madrid HL2 26/2020| EPI_IKL 428689] 2020-03-26
RCoV-19/Chile/Santingo 68/2020| EPL_ISL_445364|2020-03-17

hCo\-10/USA/NY-WCRPL2 EDLF/2020 | EPI_ISL_427506 | 2020-03-16
hCoV-19/Argentina/PAIS-ADCO%/2020| EPI_ISL_430801| 2020-03-31|CABA
hCove 19/Russia/StPetersburg-RI75815/2020 | EPI_ISL 450261| 2020-04-21
hCoV-19/Russia/StPetershurg-RIMAEAV/2020| EPI_ISI_427311] 20200329
hCoV-19/USA/AK-PHLO0G/2020 | EPI_ISL_420305| 2020-03-16
hCo\-19/Russia/Sverdiovsk-22904/2020] EPL_ISL_428915|2020-03-25
hCo'v-19/Spain/Nadrid H12 23/2020 | EPI_ISL_428686| 2020-03-22
hCo-19/Spain/Valencia3/2020| EPI_ISL_420127| 2020-03-12
hOaVLB/DenmaMALABSSLSSSfZOzo\EP\ ISL 444955 2020:03-30
10320

i_ISI_t

hCD\l 19/5pain/Madrid LP27 ZSAE/EID\EP\ 5L 428681|2020:03-11
hCo\‘lB/GrEE:E/ZZO 35357/2020| EP_ISL_437887|2020-03-18

MEBH-1277/2020] EPLISL 1829981 2020-03-14
noa\ula/[ngnanzmasmzowmzo | EPI_ISL_466152| 2020-0403
hCol-19/Australia/VIC114/2020] EF|_KI_419725]2020-03-20
hCol- -COTCEf2020 | EPL_SL_420158| 20200828
hCo\-19/5pain/VHOO0001133/2020 EPL_ISL_418860|2020-03-15
hCo¥-19/SpainyBarcelona VHE938/2020 | EPI_ISL 444935 | 2020-03-26
htb\ilafhaNfBGﬂlBlsFeh/ZOZﬂ\ EPI_ISI_460087 2020-02-26

0D0041/2020| 21 13-20| NON
! ho L 419443 20200318
t hcol 151, 458988 2620
"B 5| hCo\f 19/[nglam,/’200980449m/2020| EPI_IsL_ 464204 2020:02-26  Europe
hCh- 1C383/2020] EPI_I5L._430410] 2020-04-10

B 15\hcﬂv 19/Ausma/cwwmns/znm\5m 51119659 | 2020-03-10 | Europe
|_ISL_430806| 2020-04-01 | Bahia Blanca| BAHIA BLANCA
heo! RI 1151450252 2000-04-20

80.4/63 h PAIS-DOGAS/2020| 2020-04-07 |NQN
i hCoV-19/Spain/COVOOORTS2020| EPI_ISL_AS2680| 20200325
hCo\-19/Spain/Palma2541/2020| EPI_ISL 468987 | 2020-03-25

f———— CoV 19/Agentina/Pals- DO038/2620] 2020.05-25 KGN
[ i 2

20| 2020-03-23 | viaje a California
hCo! EPI_ISL_450258| 2020.04-21
hCo\ 19/Spain/Paima2537/2020 | EP|_ISL 468977| 202003 21

hCov- IB/Spaln/GlalunaZDET//ZDZD\EPI ISL_419707| 2020

0012/2020| EPI_ISL 430803 | 2020-04-01| CABA
hCoV- 19/Spa|n/Palma2521f20m\[Pl 151, 468953| 2020-03-20
.1.5|hCo 442/2020|EPI_IS1_417010| 2020-03-04 | Europe

|ERLISL 1681392020
hCn\LJB/AIgEMma’PAISADmB/ZDZD\ EPI_ISL_430800| 20204-03-30| CABA

19/Hungary/SRC isolate 2/2020|EPI_ISL_483637 | 2020-03-17

hCo\le/Spam/PalmaZSW/ZﬂZO\ EP_ISL_468984(2020-04-15

‘ B.1.5.4 | hCoV-13/Spain/Madric H11 40/2020| EP|_IS|_ 417967 | 2020-03-12 | Europe
93.9/89 msn\ncnv. pai 1a215/2020] EP|_ISL_436310| 2020-03-28| Eurape
A|hCo\-L9/Portugal /P 020 EPI_ISL_418009| 2020-03-15| Eurcpe
B.lS\hC i 200 mm\ 15L_417402| 2 13|Cceania
19/USAUT- | SL_435348) 2020-0-14
205/75 B156|hGok-19/Scotanc/EDR1078/2020] EPLIL_43338612020.04-07 | Europe
912/92 B.156|hCo 51439355 | 2020.05-01| Furope

B.15.6|hCoV- mfsng\anu/cwwzmrfmzm EPI_ISL_440234|2020:03-20 | Eurcpe
hCoV-19/Eneland/NORW-E8D61/2020] EPL_ISL 443307 | 2020-04-12
B.15.3[CoV: 2020| EPL_ISL_421966| 2020-04-01 | Europe:
pr;' B.L53\hOav—lB/EngLand/CAMB—KZW/ZUZO\EP\ I5L_443459[2020-04-12 | Europe
5.3|hC 020| EP|_Is|_421810|2020-03-25| Europe
96.7/57 T i IL_422787| IE
B.15.2| hCoV-19/Netherlands/Overijssel 22/2020] EPL_ISL_460811|2020-04-14| Europe
hCoV:19/PortugalfFTO423/2000| EPY_ISL._454147|2020-03.28
B.L5|nCol EPLISL 451125| 2020-04-01| Oceania
B.1| hCo\-19/5pain/aCoruna 013/2020| EP1_ISL. a&asaz\mzﬂﬂ&zs\ Europe
RCol-19/Spain/Barcelona VH1438/2020|EPI_ISL 4449772020-03-16
hCov-19/UsA/PA 18022020 EPI_SL_424331| 2020-0305
752447 | 1COV-I9/AUSITAlaVIC997/2020|EPL L 430381|2020-08-31
: he ERL_ISL_444985) 20200323

he |_ISL_420248| 20200325
BCoV-19/ Tafwan/ COMH-CGU- 15/2[120|EPI 151424971 | 20200317
75.2/64p hCoV-19/Amgenting/PAIS-A0031/2020| 2020-04-24 | La Bocal CABA

76,3 hCoV-19/Argentina/PAIS- Aooas/zozmzozomzs\m Boca| CARA
98.4/100 e 020-04-17| Barrio 9 de Abril ECHEVERRIA
BR5/88 hCoV-19/Angentina/PAIS-A0033/2020]| 202044-24 | Parque Avellaneda| CABA
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Figura 6. Arbol filogenético del linaje B.1.5 de SARS-CoV-2.

Saldan

S'T'd

12



1\

fin A\
W

PR#YECTO

PROYECTO ARGENTINO INTERINSTITUCIONAL DE GENOMICA
DE SARS-CoV-2

Andlisis de mutaciones en los genomas virales de SARS-CoV-2 reportadas en este informe que
podrian afectar la deteccion por los métodos diagndsticos moleculares disponibles en el
mercado.

Dado que existe gran diversidad de métodos moleculares disponibles en el pais para el diagndstico de
infeccion por SARS-CoV-2 -cada uno con sondas y cebadores especificos localizados en diferentes regiones
del genoma-, se analizd la presencia de mutaciones en dichas regiones. Este andlisis se pudo realizar sélo
para aquellos métodos que tienen la informacién disponible (andlisis realizado por la Lic. Stephanie Goya,
parte del Nodo Central del Consorcio).

Se analizaron los cebadores y sondas de los siguientes test:

e Protocolo de Charité, Berlin. Genes reconocidos: E y RdRp
(https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/protocol-v2-1.pdf?sfvrsn=a9ef618c 2)

® 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 N1y N2)
(https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/rt-pcr-panel-primer-probes.html)

® Protocolo de CDC China. Genes reconocidos: ORFlaby 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, Japon. Gen reconocido: N
(https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/method-niid-20200123-
2.pdf?sfvrsn=fbf75320 7)

e 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=3662fcb6 2)

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

Se reconocieron las secuencias nucleotidicas de los cebadores y sondas utilizando el algoritmo BLASTn a
través de la aplicacién de un script desarrollado en general por el nodo bioinformatico del Consorcio y en
particular la herramienta desarrollada por el Ing. Ezequiel Sosa. Se registraron las mutaciones encontradas
en los genomas cordobeses reportados en este informe con respecto a la cepa de referencia hCoV-
19/Wuhan/WIV04/2019:

e Mutaciones en los cebadores y sondas del protocolo de The University of Hong Kong: En 6
genomas se detectd la mutacidn t29148c localizada en la regidn de deteccidn del cebador sentido
del gen N.

e Mutaciones en el cebadores y sondas del protocolo CDC China: En 9 genomas se detectd la
mutacion ggg28881-28883acc localizada en la regién de deteccion del cebador sentido gen N.

Cabe aclarar que la presencia de estas mutaciones no implica necesariamente una disminucién en la
sensibilidad de dichos métodos.
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Detalle de las sustituciones no sinénimas (cambios aminoacidicos) en las proteinas codificadas
en los genomas obtenidos a partir de las secuencias del GBA

Para determinar las sustituciones no sindnimas en comparacidon con la cepa de referencia hCoV-
19/Wuhan/WIV04/2019 se utilizd un script desarrollado en conjunto por el Nodo Bioinformatico y en
particular la herramienta desarrollada por José Matias Irazoqui. Todos los genomas de SARS-CoV-2
poseen las mutaciones Spike/D614G -previamente asociada a una mayor infectividad in vitro- (Tracking
Changes in SARS-CoV-2 Spike: Evidence that D614G Increases Infectivity of the COVID-19 Virus,Cell, 2020, ISSN 0092-8674,
https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.06.043.) y NSP12 (RdRp)/P323L -con un potencial poder mutagénico mayor
del SARS-CoV-2 por estudios bioinformaticos- (Eskier D, Karakiilah G, Suner A, Oktay Y. 2020. RdRp
mutations are associated with SARS-CoV-2 genome evolution. Peer) 8:€9587
https://doi.org/10.7717/peerj.9587). Sin embargo, no se ha demostrado autn su relevancia in vivo. Estas
mutaciones son caracteristicas del linaje B.1 y circulan con una muy alta prevalencia a nivel mundial, por
lo que su presencia en Argentina confirma la persistencia de las mutaciones en el linaje en su introduccién
al pais.

Al analizar las 22 secuencias de Cdordoba, se observd que 4 de ellas -todas vinculadas al brote del
geridtrico de Salddn- mostraban un cambio en la posicidn nucleotidica 26.152 del gen ORF3A que se
traduce en un coddn stop prematuro en la posicion 254 de la proteina accesoria NS3. Esto resulta en una
proteina 21 aminodcidos mads corta. NS3 es la mas grande de las proteinas accesorias de SARS-CoV-2, y se
postula que cumple un rol esencial para la replicacion del virus (Lu W, Xu K, Sun B. SARS Accessory
Proteins ORF3a and 9b and Their Functional Analysis. Molecular Biology of the Sars-coronavirus:167-175.).
Sus funciones incluyen la formacién de canales de potasio involucradas en la liberacién de particulas
virales, la regulacidn positiva de la expresion de fibrindgeno en las células epiteliales del hospedador, y la
induccidn de apoptosis, entre otras. (Ren, Y., Shu, T., Wu, D. et al. The ORF3a protein of SARS-CoV-2
induces apoptosis in cells. Cell Mol Immunol 17, 881-883 (2020). https://doi.orq/10.1038/s41423-020-
0485-9). Si bien se desconoce la importancia del cambio genotipico a nivel bioldgico, es evidente que el
virus mantiene su capacidad replicativa y su infectividad, ya que la mutacidn es compartida por 4 casos
con nexo epidemioldgico. La deteccion de la mutacion NS3_G254 STOP en Cérdoba representa el primer
reporte de este cambio en virus SARS-CoV-2 de Argentina. Sin embargo, el mismo cambio se habia
reportado previamente en 19 secuencias de India (10), USA (5), Inglaterra (3), y Bangladesh (1). Su
frecuencia en la base de datos GISAID es de 0,09%. Interesantemente, observamos que estas mismas 4
secuencias de SARS-CoV-2 pertenecientes al brote del geriatrico de Saldan mostraban un cambio en ORF6
(NS6_L35F), unico entre nuestras secuencias y entre 20.227 secuencias de SARS-CoV-2 que al dia 11 de
Agosto mostraron al menos un cambio aminoacidico respecto a la referencia Wuhan-Hu-1 segun el
andlisis realizado con el software CovGLUE (http://cov-glue.cvr.gla.ac.uk/#/home). La presencia de dos
mutaciones de muy baja frecuencia en los mismos genomas sugiere fuertemente un evento de co-
evolucién.

En una de las secuencias de SARS-CoV-2 proveniente de una mujer de 71 afios oriunda de la ciudad
cordobesa de Bell Ville se observd una delecidon de 15 nucledtidos en la regién gendmica NSP1 del
ORF1lab. Esta delecidn gendmica se traduce en la ausencia de 5 aminoacidos en la proteina accesoria
NSP1 entre las posiciones 82 y 86. En las bases de datos GISAID, las deleciones en esta regién de la
proteina NSP1 o “leader protein” no son infrecuentes, sugiriendo una alta plasticidad de la proteina NSP1
sin efectos deletéreos sobre su funcionalidad.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se observaron al menos 16 introducciones independientes del SARS-CoV-2 a la provincia de Cérdoba y en
todos los casos, excepto en el brote de la Ciudad de Villa Dolores, se pudo descartar una asociacién con
otras secuencias de Argentina. Esto es compatible con la informacién epidemioldgica relevada para las
muestras incluidas en el estudio, provenientes mayoritariamente de individuos con antecedentes de viaje
al extranjero.

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.

La distribucién de linajes observada en la provincia de Cordoba difiere de la hallada previamente para la
CABA que presentd una mayor proporcion de muestras con linaje B.1.3, mientras que éste fue minoritario
en la provincia de Cérdoba durante el periodo estudiado.

Para los dos brotes analizados se constatd un origen viral Unico asociado con los linajes B.1.1.33 y B.1.5.
Se requiere informacién de muestras relacionadas con los primeros casos para estudiar con mayor
profundidad su origen y diversificacion, como muestras mds recientes para estudiar su posible
establecimiento en la poblacidn de la provincia de Cérdoba.

Dentro del linaje B.1.5, las 4 secuencias de SARS-CoV-2 pertenecientes a individuos del geridtrico de
Saldan presentaban cambios Unicos que podrian impactar en sus caracteristicas bioldgicas. Sin embargo,
por el momento solo revisten como hallazgos de vigilancia epidemiolégica molecular y seran analizados
en los siguientes periodos para estudiar su posible relevancia en nuestra poblacién. Estos hallazgos y su
relevancia merecen ser confirmados y estudiados en mas detalle en estudios funcionales posteriores.
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ANEXO
Anadlisis 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
10-20 hits por secuencia query, contra la base de datos de GISAID al 21-07-2020). Los alineamientos se
construyeron con el programa MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) con parametros por
default. El modelo evolutivo apropiado se seleccioné 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.2.0.6 (Minh y col., 2020,
https://doi.org/10.1093/molbev/msaa015). Se utilizaron los métodos de Ultrafast bootstrap
Approximation (10000 réplicas) (Hoang y col., 2018, https://doi.org/10.1093/molbev/msx281) y SH-like
approximate likelihood ratio test (1000 réplicas) (Guindon et al,, 2010,
https://doi.org/10.1093/sysbio/syq010) como métodos para evaluar la confiabilidad. En las ramas de los
arboles (Figuras 2-6) se indican los valores de SH-like/UFB para los grupos relevantes.
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Figura suplementaria 1. Arbol filogenético de linajes de SARS-CoV-2, construido como se indica en el texto del
Anexo. El arbol se enraizé entre los linajes A y B. Con corchetes y barras se indican los (sub)linajes derivados del

linaje B.
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Nota

Este informe no solo busca mostrar los resultados de las secuencias provenientes de una regién de
nuestro pais, obtenidos por el Nodo de Secuenciacién de la provincia de Cérdoba, sino que intenta reflejar
la forma de trabajo interdisciplinaria propuesta en el proyecto. Por lo que los datos reportados resultan
de la interaccién de distintos nodos como los de secuenciacién, el bioinformdtico, de evolucién y el
invaluable aporte de los epidemidlogos de cada lugar. Intenta demostrar que las diferentes areas se
pueden enriquecer y complementar del trabajo interdisciplinario colaborativo. Asimismo, muestra la
posibilidad de tener centros de secuenciacién gendmica descentralizados en distintas regiones del pais
gue irdn generando habilidades a través de la interaccion mutua a medida que este proyecto avance.

En cada andlisis particular se informaron los autores participantes, sin embargo, es importante remarcar
gue si bien hay personas individuales que tienen una autoria especial en varios pasos, cada analisis o
secuenciacién ha tenido consensos generales discutidos en distintas reuniones por lo que en definitiva
todos los integrantes de este Consorcio son autores. Por lo que a continuacién se listan todos los
integrantes del mismo.

Consorcio del Proyecto PAIS (Proyecto Argentino Interinstitucional de genémica de SARS-CoV2)

Nodo Central: grupo de investigacion del Laboratorio de Virologia Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez
(HNRG), dirigido por la Dra. Mariana Viegas, Investigador Responsable del proyecto.

Equipo de trabajo: Mariana Viegas; Laura Valinotto; Mercedes Nabaes; Stephanie Goya; Mdnica Natale;
Silvina Lusso.

Nodos de secuenciacion:

1- Laboratorio de Virologia HNRG (CABA), Equipo Minlon, Equipo NextSeq (Unidad de Investigacion
Traslacional, HNRG)

Equipo de trabajo: Laura Valinotto; Mariana Viegas; Mercedes Nabaes; Stephanie Goya; Mdnica Natale;
Silvina Lusso.

2- Biocddices (CABA), Equipo MiSeq

Equipo de trabajo: Hernan Dopazo, Jeremias Zubrzycki; Juan Manuel Berros

3- IABIMO-INTA Castelar (Provincia de Buenos Aires), Equipo MiSeq, Equipo Minlon

Equipo de trabajo: Andrea Fabiana Puebla, Andrea Verdnica Peralta, Marisa Diana Farber, Ana Julia
Distéfano, Marianne Graziel Mufioz Hidalgo, Norma Paniego, Monica Fass, Viviana Cecilia Pedroarias,
Sebastian Asurmendi, Guido Koénig.

4- HRU, UNTDF y CADIC-CONICET (Provincia de Tierra del Fuego), Equipo MiSeq

Equipo de trabajo: Santiago Ceballos, Ivan Gramundi, Cristina Nardi, Fernando Gallego,

5- EEA Rafaela del INTA-CONICET (Provincia de Santa Fe), Equipo Minlon

Equipo de trabajo: Maria Florencia Eberhardt, Cecilia Camussone, Matias Irazoqui, Ariel Amadio.

6- Laboratorio Central de Neuquén (Ministerio de Salud) (Provincia de Neuquén), Equipo MiSeq

Equipo de trabajo: Melina Leonor Mazzeo, Luis Alfredo Pianciola

7- IPAVE-CIAP-INTA (Provincia de Cérdoba), Equipo Minlon

Equipo de trabajo: Franco Ferndndez, Humberto Debat

Nodos bioinformaticos:

1. IQUIBICEN - CONICET y Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (UBA) - Grupo Marcelo Marti

Equipo de trabajo: Marcelo Marti, Agustin Pardo, Claudio Schuster.

2. IQUIBICEN e IC - CONICET y Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (UBA) - Grupo Adrian Turjanski.
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Equipo de trabajo: Adridn Turjanski, Dario Fernandez Do Porto, Florencia Castello, Federico Serral,
Ezequiel Sosa, Jonathan Zaiat.

3. IABIMO-CICVyA-INTA-CONICET (Provincia de Buenos Aires). Equipo de trabajo: Maximo Rivarola,
Sergio Gonzalez, Paula del Carmen Fernandez, Sofia Bengoa Luoni, Diego Zavallo, Marco Cacciabue, Laura
Lozano Calderdn.

4. Biocddices (CABA). Equipo de trabajo: Hernan Dopazo, Jeremias Zubrzycki, Juan Manuel Berros

5. Laboratorio de Virologia HNRG (CABA). Equipo de trabajo: Stephanie Goya.

6. EEA Rafaela-INTA-CONICET (Provincia de Santa Fe). Equipo de trabajo: Ariel Amadio, Matias Irazoqui.
7. Catedra de Virologia de Facultad de Farmacia y Bioquimica-UBA (CABA). Equipo de trabajo: Andrés
Culasso.

8. Laboratorio Central de Neuquén (Ministerio de Salud) (Provincia de Neuquén). Equipo de trabajo:
Carolina Pintos.

9. HRU, UNTDF y CADIC-CONICET (Provincia de Tierra del Fuego). Equipo de trabajo: Santiago Ceballos,
Ivan Gramundi.

Nodos de evolucion:

1. Laboratorio de Virologia, Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez (CABA): Mariana Viegas, Stephanie Goya,
Mercedes Nabaes

2. Catedra de Virologia de Facultad de Farmacia y Bioquimica-UBA (CABA): Carolina Torres, Andrés
Culasso, Laura Mojsiejczuk, Maria Dolores Blanco Fernandez, Débora Marcone, Viviana Mbayed, Rodolfo
Campos, Lucia Vicenta Cavallaro

Laboratorio de Biologia Celular y Retrovirus, UVEM. Hospital Garrahan (CABA): Paula Aulicino
INTA-IABIMO-Evolucidn (CABA): Guido Konig, Laura Lozano Calderdn

FCEN-UBA / IQUIBICEN CONICET (CABA): Dario Do Porto, Agustin Pardo, Claudio Schuster

HRU, UNTDF y CADIC-CONICET (Provincia de Tierra del Fuego): Santiago Ceballos, lvan Gramundi
Laboratorio Central de Neuquén (Ministerio de Salud) (Provincia de Neuquén): Carolina Pintos
IPAVE-CIAP-INTA (Provincia de Cérdoba): Humberto Debat
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