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Epidemiologia molecular de coronavirus SARS-CoV-2 en Mar del Plata y zonas aledaiias.
Resumen.

La emergencia del coronavirus SARS-CoV-2 a fines de 2019 en China, y su rapida transmisiéon
por el mundo generd una pandemia de gran impacto sanitario y econémico. Su diagndstico
temprano y las medidas restrictivas de aislamiento permitieron limitar y controlar la
diseminacion regional, hasta el rdpido desarrollo de vacunas eficaces que permitieron
disminuir la gravedad de las infecciones respiratorias agudas (IRA). La secuenciacion del
genoma viral fue importante para el desarrollo de métodos diagndsticos moleculares sensibles
y especificos, y para conocer su epidemiologia molecular en tiempo real y evolucién en el
tiempo, asi como detectar tempranamente mutaciones que pudieran afectar los métodos
diagnésticos.

Esta tesis se centra en la descripcidon de la epidemiologia clasica y molecular del SARS-CoV-2
en la Regidn Sanitaria VIl de la provincia de Buenos Aires, Argentina, durante los dos primeros
afios de pandemia (marzo 2020 -diciembre 2021). Los principales objetivos fueron realizar la
detecciodn viral por RT-gPCR en pacientes con IRA para describir la frecuencia de SARS-CoV-2,
y obtener secuencias del genoma viral completo o parcial del gen que codifica la proteina
espicula, para conocer la diversidad viral y su dindmica en nuestra region mediante andlisis de
filogenia identificando linajes y variantes virales. Se analizaron muestras respiratorias
obtenidas de 120421 pacientes con IRA, mediante extraccidon del ARN viral y posterior RT-
gPCR. Los resultados se informaron al sistema Nacional SISA. La frecuencia de positividad de
SARS-CoV-2 durante 2020 fue 37,4%, significativamente superior al 31,9% durante 2021
(p<0,001). Determinamos un aumento exponencial de casos positivos durante 2020 con pico
en la SE37 (primera ola) seguido de un amesetamiento y disminucion hacia la SE50; un rebrote
de verano con pico de casos positivos en la SE2 de 2021 que descendié hacia la SE13; una
segunda ola con pico en la SE20; y finalmente, un nuevo incremento de la positividad viral las
ultimas dos semanas de 2021. La mayoria de las muestras provenian de residentes de nuestra
region, especialmente de General Pueyrredon (Mar del Plata); las muestras de viajeros
representaron el 19% y 29% durante 2020 y 2021, respectivamente. Las muestras estudiadas
y positivas para SARS-CoV-2 provenian mayoritariamente de adultos masculinos de 45-65
afos.

Se secuenciaron 22 muestras positivas del 2020 y detectamos por analisis de filogenia 4 linajes
de SARS-CoV-2: B.1.1.33 y N.3 en la SE27, luego B.1.499 que fue el predominante, y a fin de
ano N.5. Durante 2021 se secuenciaron 235 genomas completos y 114 regiones parciales de
espicula; detectamos 5 variantes de interés epidemioldgico: las VOC Alpha, Gamma, Delta y
Epsilon, y la VOI Lambda; Lambda y Gamma predominaron hasta el ingreso de Delta.

Los resultados de esta tesis fueron fundamentales para conocer la frecuencia de SARS-CoV-2
y determinar los linajes y variantes que fueron ingresando y se diseminaron durante los dos
primeros afios de pandemia en la Regién Sanitaria VIII. Ayudaron a la toma de decisiones de
salud publica y contribuyeron al control de la transmision, a partir de la colaboracion de grupos
multidisciplinarios de los Ministerios de Salud y Ciencia, Tecnologia e Innovacién Argentinos.



Palabras clave: SARS-CoV-2, COVID-19, variantes, alineamiento de secuencias, Region
Sanitaria VIl



Molecular epidemiology of coronavirus SARS-CoV-2 in Mar del Plata and surrounding areas.
Summary.

The emergence of the SARS-CoV-2 coronavirus at the end of 2019 in China, along with its rapid
transmission worldwide, resulted in a pandemic with significant health and economic
consequences. Early diagnosis and strict isolation measures helped limit and control regional
spread. Additionally, the development of effective vaccines reduced the severity of acute
respiratory infections (ARI). The sequencing of viral genome played a crucial role in creating
sensitive and specific molecular diagnostic methods, as well as understanding the real-time
molecular epidemiology and evolutionary changes of the virus. It also facilitated the early
detection of mutations that could impact diagnostic methods.

This thesis focuses on describing the classical and molecular epidemiology of SARS-CoV-2 in
the VIl Health Region of Buenos Aires, Argentina, during the first two years of the pandemic
(March 2020 to December 2021). The main objectives were to detect the presence of the virus
using RT-qPCR in patients with ARI, determine the frequency of SARS-CoV-2, and obtain
sequences of the complete or partial viral genome, specifically the gene encoding the spike
protein. These sequences were analyzed to assess viral diversity and dynamics in our region
through phylogenetic analysis, allowing the identification of lineages and variants.

Respiratory samples obtained from 120,421 patients with ARl were subjected to viral RNA
extraction and subsequent RT-qPCR analysis. The results were reported to the National SISA
system. The frequency of SARS-CoV-2 positivity in 2020 was 37.4%, significantly higher than
the 31.9% recorded in 2021 (p<0.001). Positive cases experienced an exponential increase
during 2020, peaking in EW37 (first wave), followed by a plateau and subsequent decrease
towards EW50. There was a summer outbreak with a peak in positive cases during EW2 of
2021, which decreased towards EW13. This was followed by a second wave with a peak in
EW20, and finally, a new increase in viral positivity in the last two weeks of 2021. Most of the
samples were from residents of our region, particularly from General Pueyrredén (Mar del
Plata). Traveler samples accounted for 19% and 29% of the total in 2020 and 2021,
respectively. Samples tested and positive for SARS-CoV-2 mainly came from adult males aged
45-65 years.

Twenty-two positive samples from 2020 were sequenced, and phylogenetic analysis identified
four SARS-CoV-2 lineages: B.1.1.33 and N.3 in EW27, followed by B.1.499 as the predominant
lineage, and finally N.5 towards the end of the year. In 2021, a total of 235 complete genomes
and 114 partial spike regions were sequenced. Five variants of epidemiological interest were
detected: the VOC Alpha, Gamma, Delta, and Epsilon, as well as the VOI Lambda. Lambda and
Gamma were predominant until the emergence of the Delta variant.

The results of this thesis were crucial in determining the frequency of SARS-CoV-2 and
understanding the lineages and variants that entered and spread within the VIII Health Region
during the first two years of the pandemic. They contributed to public health decision-making
and facilitated the control of transmission through collaboration between multidisciplinary
groups from the Argentine Ministries of Health and Science, Technology, and Innovation.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, variants, sequence alignment, Health Region VIII
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1. Introduccion

1.1 Infecciones respiratorias virales

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) constituyen una de las primeras causas de morbi-
mortalidad en los seres humanos en todo el mundo (Girard et al., 2005), (Ferkol &
Schraufnagel, 2014). Las IRA se clasifican en altas o bajas segun afecten al tracto respiratorio
superior o inferior, respectivamente. Las IRA altas afectan érganos ubicados por encima de la
laringe y los cuadros clinicos pueden ser rinitis, laringitis supraglética, faringitis, sinusitis y
otitis. Las IRA bajas (IRAB) afectan los drganos ubicados por debajo de la laringe y los cuadros
son: laringitis subglética, laringotraqueobronquitis, traqueitis, bronquitis, bronquiolitis y
neumonia. Las IRAB constituyen la mayor causa de hospitalizacion en edades extremas de la
vida, una de las causas mas frecuentes de mortalidad en menores de 5 afios en paises en vias
de desarrollo, ademas, en Argentina, son la tercera causa de muerte en nifios menores de un
ano (Carballal, 2015). La etiologia de las IRA puede ser viral, bacteriana, por micoplasmas,
clamidias, rickettsias, hongos y pardsitos. Sin embargo, las causas mas frecuentes son los virus
y las bacterias (Di Simone et al., 2023). Entre los virus respiratorios mas frecuentes podemos
nombrar a los rinovirus (RV), virus sincicial respiratorio (VSR), influenza (Flu), parainfluenza
(P1V), coronavirus (CoV), adenovirus (AdV) y metapneumovirus (MPV). Se debe diferenciar a
estos virus respiratorios propiamente dichos, de otros que también emplean el tracto
respiratorio como puerta de entrada y replican en su mucosa y tejido linfoide pero no quedan
alli localizados, sino que se diseminan por viremia a otros érganos para causar otras patologias

como los virus de rubéola, sarampidn, parotiditis, etc. (Gwaltney, 2002), (Carballal, 2015)

A pesar de los grandes esfuerzos en salud publica, las infecciones virales del tracto
respiratorio siguen siendo muy frecuentes en las poblaciones humanas de todo el mundo,

produciendo cuadros de variada gravedad e incluso con consecuencias letales.

1.1.1 Impacto y epidemiologia de las infecciones respiratorias virales
Los individuos con mayor riesgo de padecer IRAB grave de origen viral son aquellos en
edades extremas de la vida: nifios pequefios y adultos mayores, pacientes con enfermedades

cronicas e inmunosuprimidos (Jackson et al., 2013).

Las IRA tienen altos costos directos e indirectos para las familias, los servicios de salud y |a

comunidad en general.



Los virus respiratorios pueden producir cuadros clinicos similares, por ello es importante
realizar el diagndstico de certeza y conocer el agente causal, para conocer la epidemiologia
viral respiratoria en las distintas regiones y su estacionalidad (Carballal, 2015). El diagnéstico
rapido y especifico de las IRA de origen viral contribuye a un mejor manejo del paciente, la
contencién en la propagacidn de estos virus y una mejor descripcidon de la epidemiologia de
estas infecciones (Gwaltney, 2002). Las infecciones respiratorias, ya sean agudas o croénicas,
son extremadamente frecuentes tanto en adultos como en nifios, lo que representa una
mayor carga econdmica para los sistemas de salud, morbilidad y mortalidad (Niederman &
Torres, 2022). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las infecciones respiratorias
son la principal causa de muerte en todo el mundo. En 2020, causaron 4,1 millones de

muertes, lo que representa el 12% de todas las muertes.

En Argentina se realiza la vigilancia epidemioldgica de los virus respiratorios que causan
IRA, y los datos que incluyen la frecuencia de acuerdo a los rangos etarios y estacionalidad se
encuentran disponibles en el boletin de vigilancia de influenza y otros virus respiratorios en la
pagina web del Ministerio de Salud {Boletin Integrado de Vigilancia} (Recursos Relacionados a
La Problemdtica | Banco de Recursos de Comunicacion Del Ministerio de Salud de La Nacion,
n.d.). En nuestro pais, los brotes de la mayoria de los virus respiratorios se producen en otofio
e invierno, mientras que virus como RV y AdV pueden detectarse durante todos los meses del

ano (Marcone et al., 2013a).

Respecto a la gravedad de las enfermedades virales respiratorias, la misma es el resultado
de la interaccidn de factores del huésped y del virus. Se han descripto varios factores que
pueden predisponer a la mayor gravedad del cuadro, entre los cuales se incluyen la presencia
de enfermedades crdnicas subyacentes tales como enfermedades respiratorias crdnicas,
diabetes, enfermedad hepatica crénica, enfermedad cardiaca crénica, enfermedad renal
cronica, inmunodeficiencia primaria o secundaria, edades extremas de la vida, el embarazo,
presencia de variantes virales mdas patdgenas, emergencia de un virus pandémico, etc.

(Tregoning & Schwarze, 2010).

1.1.2 Virus respiratorios

Los virus que pueden producir IRA y son conocidos desde hace muchos afios son: RV, RSV,
AdV, influenza Ay B (FIuA y FluB), PIV, los coronavirus cldsicos CoV-NL63, HKU1, OC43, 229E,
MPV (Carballal, 2015). Los virus respiratorios emergentes en los ultimos afios han sido el virus

pandémico de influenza A (HIN1) pdm09 en 2009 y los coronavirus del sindrome agudo
5



respiratorio severo (SARS-CoV) en 2002, el coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente
Medio (MERS-CoV) en 2012, y el coronavirus del sindrome agudo respiratorio severo 2 (SARS-

CoV-2) en 2019.

Este grupo de virus respiratorios comprende virus con diferentes estructuras, incluyendo
virus desnudos como los RV y envueltos, con genoma ARN como RV, RSV e Influenza o genoma
ADN como AdV, con genoma lineal simple cadena como RSV o RV, o con el genoma

fragmentado como Flu (Carballal, 2015).

Todos estos virus respiratorios tienen como puerta de entrada la mucosa respiratoria,
replican en células epiteliales del tracto respiratorio superior e inferior y pueden producir
cuadros respiratorios de diferente gravedad (Figura 11). Algunos virus se eliminan de las
células por lisis celular y otros por brotacién. Se transmiten de persona a persona. La via de
eliminacién es respiratoria y el principal mecanismo de transmisién es directo, mediante
inhalacion de aerosoles y gotas de Fliigge; sin embargo, algunos también pueden transmitirse

por manos contaminadas o fémites (indirecta) (Sato & Kiyono, 2012).

Defenza del huésped
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Figura I1. Las infecciones respiratorias virales son el resultado de multiples factores. Los
factores ambientales afectan la susceptibilidad del huésped al modular los mecanismos de
defensa de las vias respiratorias y afectan la viabilidad y transmision de los virus respiratorios.
Los patrones de comportamiento humano afectan las tasas de contacto entre las personas
infectadas. Entre los posibles impulsores de la estacionalidad, la fluctuacién de la temperatura
y la humedad absoluta a lo largo del afio se ha propuesto como un factor critico en el aumento
estacional de las infecciones por virus respiratorios, especialmente en el contexto de las
epidemias en la temporada de invierno (Moriyama et al., 2020).



Estas infecciones presentan un periodo de incubacién corto, de 1 a 4 dias. Debido a que la
inmunidad contra estos virus no es completa o es de corta duracién, sumado a la alta
variabilidad genética que poseen muchos de los virus antes mencionados, todo esto
contribuye a que las reinfecciones sean frecuentes (Carballal, 2015). Como complicacion de

los cuadros puede ocurrir sobreinfeccidn bacteriana.

Los virus respiratorios tienen una distribucion global y las infecciones ocurren en todos los
grupos etarios. La frecuencia de su deteccién difiere ampliamente seglun la edad de los
pacientes y la época del afio, siendo mas prevalentes durante los meses invernales (Fisman,
2012). Para muchos de estos virus no hay vacunacién disponible o estan en desarrollo, por lo
tanto, entre las medidas propuestas para evitar la propagacién se recomienda la vacunacion
cuando en caso de estar disponible (Flu y SARS-CoV-2), y ante una infeccidon tomar medidas
como toser o estornudar en pliegue del codo, distancia social, uso correcto del barbijo,
ventilacién de ambientes y lavado correcto y frecuente de manos. Ademas, se ha desarrollado
recientemente la vacuna contra el virus sincicial respiratorio, y se encuentra en desarrollo una
vacuna contra los rinovirus. La mayor dificultad para desarrollar vacunas para estos patégenos

reside en la gran variabilidad que tienen estos virus (Chu & Quan, 2023).

1.1.3 Las Pandemias de virus respiratorios.

Es importante destacar que los virus respiratorios pueden circular anualmente, otros causar
epidemias anuales e incluso pandemias. Desde 1918, los virus de la influenza A han causado
cuatro pandemias. La primera y mas grave pandemia de la historia reciente, conocida como
“gripe espafiola”, ocurrié en 1918 y fue causada por una cepa del virus de la influenza A
(HIN1). Aproximadamente 500 millones de personas se infectaron y entre 20-50 millones de
personas murieron durante esta pandemia (Kuszewski & Brydak, 2000). La segunda pandemia,
conocida como "influenza asiatica", ocurrié en 1957, fue causada por una cepa de FluA (H2N2)
y provocd ~1,1 millones de muertes en todo el mundo (Glezen, 1996) . La tercera pandemia,
conocida como "gripe de Hong Kong", ocurrié en 1968 y fue causada por una cepa de FluA
(H3N2), lo que resulté en ~1 millén de muertes en todo el mundo (Viboud et al., 2005). La
cuarta pandemia fue causada por el virus de FIUA (HIN1) pdm09, también conocido como el
“nuevo virus de la influenza A”, y resulté en 1678 817 casos confirmados y 19 274 muertes
en todo el mundo (Garten et al., 2009), (Shieh et al., 2010). Desde entonces, este virus

continua circulando, generando cuadros clinicos compatibles con otros resfrios estacionales.



En noviembre de 2002, ainos antes de la cuarta pandemia de FIuA, se produjo una epidemia
causada por un coronavirus “SARS-CoV”, cuya enfermedad fue conocida como sindrome
respiratorio agudo severo (SARS), que comenzd en el sur de China y se extendié a 29 paises
(Se acaba la emergencia por la pandemia, pero el COVID continua | Noticias ONU, 2023). El
brote de SARS-CoV causd ~8000 infecciones y 774 muertes antes de que se contuviera en julio
de 2003, con una tasa de letalidad de 9,6 % (la tasa de fatalidad fue de ~50 % entre los
pacientes de 65 afios 0 mas). Sin embargo, desde 2004, no se ha informado ningln caso de
SARS-CoV en ninguna parte del mundo (Ye et al., 2020). En septiembre de 2012, Arabia Saudita
informé el primer caso del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS), que fue causado
por otro tipo de Betacoronavirus: “MERS-CoV”. MERS-CoV se propagd a 27 paises y caus6 2519
infecciones y 866 muertes hasta enero de 2020, con una fatalidad de 34,4 % (Zumla et al.,
2015). Por ultimo, en diciembre de 2019, se detectaron por primera vez en Wuhan, China,
casos de la nueva enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), causada por un nuevo
Betacoronavirus: “SARS-CoV-2”. Estos casos se caracterizaron por presentar sintomas
respiratorios que incluian fiebre, tos seca, escalofrios, dificultad para respirar y dolor
muscular, y podian evolucionar a neumonia. La pandemia de SARS-CoV-2 se propagd
rapidamente en todo el mundo, y a la fecha (24 de abril de 2023) se registran 763 740 140
casos confirmados y 6 908 554 muertes confirmadas por COVID-19 (Heikkinen et al., 2002),

(https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019).

1.1.4 Diagndstico de Infecciones Respiratorias Virales

Para realizar la detecciéon adecuada de un virus respiratorio, es importante tanto el
método diagndstico a utilizar como la toma de la muestra respiratoria que se va a estudiar
(Heikkinen et al., 2002). Las IRA virales son infecciones agudas y autolimitadas que cursan con
alto titulo de virus en las secreciones respiratorias en los primeros dias del inicio del cuadro
clinico, y luego va disminuyendo hasta que el individuo logra eliminar el virus del organismo.
Por lo tanto, es importante para un diagndstico de certeza una correcta toma de muestra de
secreciones respiratorias por personal con entrenamiento, utilizando el equipo de
bioseguridad adecuado, y en el momento correcto: dentro de los 4 o 5 dias a partir del inicio
de los sintomas (Carballal, 2015)(“Interim Guidelines for Collecting and Handling of Clinical
Specimens for CoVID-19 Testing”) (https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-

ncov/lab/guidelines-clinical-specimens.html).



Los métodos diagndsticos utilizados para detectar virus respiratorios pueden ser directos
o indirectos, de acuerdo a si detectan alguna estructura viral, como su genoma o proteinas
virales, o si detectan los anticuerpos que se generan en respuesta a la infeccion,
respectivamente (Carballal, 2015). Entre los directos, la técnica reconocida clasicamente como
patrdén es el aislamiento en cultivo celular, con la visualizacidén de la accidn citopatica seguida
por la identificacién de antigenos virales utilizando anticuerpos monoclonales marcados por
inmunofluorescencia (IF), hemaglutinacion, hemadsorcién o deteccién de genoma viral por
técnicas moleculares. Entre los métodos directos rdpidos podemos encontrar técnicas que
detectan antigenos virales por inmunofluorescencia, ELISA, inmunocromatografia. Desde hace
anos se considera método patrén también a la detecciéon de los dacidos nucleicos que
conforman el genoma viral, mediante la amplificacién de una regién por la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), que puede realizarse en forma convencional con deteccion del
producto amplificado en un gel de agarosa, conocida como PCR de punto final, o utilizar
sondas marcadas fluorescentes que permiten la deteccion de los productos durante el avance
de la reaccion en termocicladores que emiten y detectan fluorescencia, conocida como PCR
en tiempo real. En el caso de los virus ARN, debe realizarse un paso de transcripcion reversa
previamente a la reaccion de PCR, lo que se conoce como RT-PCR (H. Zhu et al., 2020).
Actualmente existe un mayor numero de técnicas que permiten la deteccion de los genomas
virales, incluyendo la amplificacion mediada por bucle (LAMP) que puede visualizarse
colorimétricamente, amplificacidon por recombinasa (RPA), por helicasa (HDA) o la deteccién
por CRISPR que puede visualizarse por fluorescencia o difusion en flujo lateral en una tira

reactiva.

El empleo de las técnicas moleculares ha abierto una nueva era en el diagndstico,
permitiendo identificar virus de manera muy sensible y especifica, incluyendo la deteccién de
virus respiratorios para los cuales no existen métodos rapidos o no son cultivables (como los
rinovirus), e incluso detectar un mayor nimero de coinfecciones virales (Mahony et al., 2011).
Cabe destacar que la RT-qPCR se estableciéo como el método de referencia para el diagndstico

del virus pandémico SARS-CoV-2, desde su emergencia.

Para el diagndstico de los virus respiratorios se han desarrollado sistemas automatizados
basados en la amplificacidon y deteccién en tiempo real de los acidos nucleicos. Pueden
detectar un Unico virus o varios de ellos, constituyendo PCR multiples (CDC, 2020),

(https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/multiplex.html). Algunos incluso permiten
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realizar en un Unico paso la extraccion del material genético viral, la amplificacion y la
deteccion de mas de 20 patdgenos respiratorios en solo 1 hora y media, como el panel de virus

respiratorios de FilmArray®.

Otros equipos son una herramienta extremadamente util en escenarios en los que es
necesario evaluar varias muestras a la vez. Actualmente, hay varios sistemas disponibles para
la deteccidn sensible de alto rendimiento de acidos nucleicos, entre los que se incluyen los
sistemas FilmArray (BioFire) (de BioMérieux, MARCY L'ETOILE Francia), Verigene System (de
Luminex de DiaSorin company, ia Crescentino SNC, 13040 Saluggia), Gen-Probe (San Diego,
California, United States , Prodesse Foster City, California, EE.UU.) y Cepheid (Sunnyvale,
California, EE.UU) (Ruggiero et al., 2014), (Van Wesenbeeck et al., 2013).

Entre los métodos indirectos se utilizan técnicas que permitan la detecciéon de los
anticuerpos especificos, como por ejemplo ELISA (Grandien, 1996). Sin embargo, en el caso de
los virus respiratorios, la utilidad de los métodos indirectos se limita a su uso en trabajos de
epidemiologia que permitan conocer si una poblacidn estuvo en contacto con determinado
virus, dado que la aparicién de los anticuerpos demora unos dias desde el inicio de la infeccién,
y esto hace que no sean las técnicas mas adecuadas para hacer diagndstico de infecciones

agudas (Carballal, 2015).

1.2 Coronavirus humanos

1.2.1 Generalidades, estructura, clasificacion

Los coronavirus son virus envueltos que poseen un genoma ARN simple cadena, y tienen la
capacidad de infectar diferentes hospedadores vertebrados, incluyendo humanos, otros
mamiferos y aves, causando infecciones agudas o persistentes. Los miembros de esta familia
fueron aislados en la década de 1930 como los agentes causantes de bronquitis en pollos,
gastroenteritis transmisibles en cerdos, y hepatitis severa y enfermedades neurolégicas en
ratones (Pugliese et al., 2007) (Firth et al., 2011); (Sun et al., 2009). Sin embargo, en la década
de 1960 también se reconocieron como agentes productores de infecciones respiratorias en
humanos (Cancel-Tirado et al., 2004), (Z. Chen et al., 1997). En ese momento, la microscopia
electrdnica reveld que la caracteristica estructural mas notable y distinguida era una franja de
espacios muy separados con picos en forma de maza que se proyectaban desde la superficie
del virién y, ademas, que estos picos eran morfolégicamente distintos de las proyecciones de
superficie de los Orthomixovirus y Paramixovirus. Este halo de picos o puas le otorgaba a la

particula viral la forma de una corona solar, lo que llevé a los investigadores a nombrar a este
10



gran grupo de virus como “coronavirus”. Durante los siguientes 40 afios, los coronavirus se
estudiaron, principalmente, porque causaban enfermedades respiratorias y gastrointestinales
en animales domésticos, y porque proporcionaban modelos Unicos para el estudio de la
patogénesis viral. En los humanos, se sabia que los coronavirus eran responsables de una
fraccién sustancial de los resfriados comunes, en particular durante los meses de invierno

(Heikkinen & Jarvinen, 2003).

1.2.2  Estructura

Los coronavirus son virus esféricos, de aproximadamente 120 nm de didmetro, tienen una
envoltura con una franja prominente de proyecciones superficiales (puntas o espiculas) en
forma de pétalo de 20 nm de largo, compuestas de una glicoproteina de tipo | fuertemente
glicosilada, denominada proteina de punta o espicula (S, del inglés Spike), como se muestra

en la Figura 12.

SARS coronawvirus

Glicoproteina
y A - espicula (S)

nucleoproteina (N) y Genoma ARN

{t“-“ﬁ-a . Proteina de

e . - -
== — Membrana (M)
P

Proteina de envoltura (E)

Figura 12. Estructura de los coronavirus (adaptado de ViralZone, Expasy).

Un subconjunto de los coronavirus tiene una capa adicional de puntas cortas que consisten
en proteinas hemaglutinina-esterasa (HE), también una glicoproteina tipo | (Caul &
Egglestone, 1977); (Dea & Tijssen, 1988). Tanto los picos grandes como los pequefios estan
anclados en la envoltura, que es una bicapa lipidica. La envoltura esta asociada, ademas de las
proteinas S y HE, con una proteina de membrana integral (M) mas pequefia, que abarca tres
veces la envoltura y una proteina aun mas pequenfa, la proteina de la cubierta (E) o membrana
pequefia (sM), que es una proteina de membrana integral de la cubierta viral. Dentro de la

envoltura hay un nucleo de ribonucleoproteina (RNP), que comprende el genoma de ARN y
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una sola especie de proteina de la nucleocapside (N). La observacién con microscopio
electrénico de la RNP viral mostré una hélice larga de 14 a 16 nm (Tyrrell et al., 1978); (Lai &

Cavanagh, 1997).

El tamafio del genoma de los coronavirus es de unos 30000 nt aproximadamente, y varia
de 27317 nt para HCoV-229E a 31357 nt para MHV-A59, lo que los establece como los virus

de ARN mas grandes conocidos (Enjuanes et al., 2001); (Lai & Cavanagh, 1997).

Se pueden observar las siguientes similitudes en la estructura del genoma entre los
integrantes de la familia coronavirus (Figura 13): 1. Las 5’UTR, que varian en longitud de 209 a
528 nt, contienen un marco de lectura abierto (ORF) corto, iniciado por AUG. 2. Las 3’UTR
varian de 288 a 506 nt; todas poseen una secuencia octdmera de GGAAGAGC que comienza
en la base 73 a 80 aguas arriba de la cola poli(A), y todos poseen una cola poli(A) en el extremo
3’ terminal. 3. Todos tienen un gen 1 (ORF 1) extremadamente grande (separado en ORF lay
1by que se extiende por aproximadamente dos tercios del genoma) que codifica proteinas no
estructurales involucradas en el procesamiento proteolitico de los productos de poliproteina
del gen 1, la replicacion del genoma del virus y la sintesis de ARN subgendmicos (sgmRNA)
(transcripcién). En cada uno, el gen 1 se traduce como ORF 1ay lab, con 1ab como resultado
de un evento de cambio de marco ribosémico 1 inducido por una estructura de ARN que afecta
la forma en que el ribosoma lee la secuencia (pseudonudo) en una secuencia resbaladiza de
UUUAAAC en la union ORF 1a/1b, (de Vries et al., 1997), (Torres Carolina et al., 2021). 4. Todos
codifican la glucoproteina de espicula (S), la proteina de envoltura pequeiia (E), la
glucoproteina de membrana (M) y la proteina de la nucleocapside (N), en ese orden, 5-3,

dentro del tercio proximal 3’ del genoma.
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El genoma también posee un nimero variable de otros ORF que parecen ser especificos de

virus o grupos, muchos de los cuales codifican proteinas no estructurales. Estos (y sus
productos potenciales) incluyen: ORF 3a (proteina de 7,7 kDa), ORF 3b (proteina de 27,7 kDa)
y ORF 7 [proteina hidréfoba (HP) de 0,7 kDa] en TGEV; ORF 3 (proteina de 25,3 kDa) en PEDV;
ORF 4a (proteinade 15,3 kDa) y ORF 4b (proteina de 10,2 kDa) en HCoV-229E; ORF 2a (proteina
de 32 kDa), ORF 2b [proteina hemaglutinina esterasa (HE) truncada de 65 kDa o 34,6 kDa,
segun la cepa], ORF 4 (proteina de 17,8 kDa), ORF 5a (proteina de 13,1 kDa) , y un ORF interno
al gen 7 [proteinainterna (I) de 23 kDa] en MHV; ORF 2a (proteina de 32 kDa), ORF 2b (proteina
HE de 65 kDa), ORF 4a (proteina de 4,9 kDa), ORF 4b (proteina de 4,8 kDa), ORF 5 (proteina de
12,7 kDa) y un ORF interno al gen 7 (proteina | de 23 kDa) en BCoV; y ORF 3a (proteina de 6,7
kDa), ORF 3b (proteina de 7,4 kDa), ORF 5a (proteina de 7,5 kDa) y ORF 5b (proteina de 9,5
kDa) en IBV (Brown & Brierley, 1995).

1.2.3 Clasificacién
Segun el Comité Internacional de Taxonomia Viral (International Committee on Taxonomy

of Viruses: ICTV), en el 2021 se establecid la siguiente clasificacidn para los coronavirus:

13



Reino Riboviria » Orthornavirae > Phylum Pisuviricota > Clase Pisoniviricetes > Orden
Nidovirales, Suborden Cornidoviridae, familia Coronaviridae. La familia Coronaviridae tiene 4
géneros—Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus, y Deltacoronavirus—cada
uno de los cuales ha sido subdividido en un numero de subgéneros: Pedacovirus en el género
de Alphacoronavirus, Merbecovirus, Embecovirus, Nobecovirus, y Sarbecovirus en el género
Betacoronavirus, Igacovirus en el ggnero Gammacoronavirus (de Klerk et al., 2022). El SARS-

CoV-2 se ubica en el género Betacoronavirus (Figura 14).

1.2.4 Coronavirus clasicos HKU1, NL63, OC43 y 229E

Los Alfacoronavirus HCoV-229E y HCoV-NL63, y los Betacoronavirus HCoV-OC43 y HCoV-
HKU1, generalmente causan resfriados comunes. Notablemente, HCoV-NL63 y HCoV-HKU1 se
descubrieron recientemente, en la era post-SARS, (van der Hoek et al., 2004), (Woo et al.,
2005) a pesar de que tienen una prevalencia mundial y han estado en circulaciéon durante
mucho tiempo (Pyrc et al., 2006), (van der Hoek et al., 2005). Aunque generalmente estdn
asociados con IRA altas, estos HCoV cldsicos también pueden causar infecciones del tracto
respiratorio inferior y tienen consecuencias mas graves en nifios, ancianos e individuos
inmunocomprometidos. En particular, HCoV-NL63 estd asociado con crup infantil (van der

Hoek et al., 2005).
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Figura 14. Arbol filogenético de distancia (“neighbor joining”) de los miembros de la subfamilia
Coronavirinae, utilizando el alineamiento de RdRp y helicasa. El arbol muestra 4 grupos
monofiléticos correspondientes a los géneros Alpha, Beta, Gamma y un nuevo género
propuesto Delta; dentro de los Betacoronavirus se muestran los 4 linajes A-D. Se indica con
una estrella aquellos que infectan a los humanos. (Adatado de ICTV).

1.2.5 SARS-CoV

El sindrome respiratorio agudo grave (del inglés: Severe Acute Respiratory Syndrome, SARS)
es una enfermedad respiratoria viral causada por un coronavirus, llamado coronavirus
asociado al SARS (SARS-CoV). Los primeros casos de infeccion respiratoria grave asociados al
virus emergente SARS-CoV fueron en Foshun, China, en noviembre de 2002. Para febrero de
2003, ya se habian informado mas de 300 casos, con mas de un tercio de ellos en trabajadores
de la salud. A los pocos meses, la enfermedad se propagd en mas de dos docenas de paises en
Norteamérica, Sudamérica, Europa y Asia (SRAS | Informacion Bdsica Sobre El SRAS | CDC,
n.d.). Recién en abril de 2003, los esfuerzos dirigidos por la OMS permitieron identificar al
SARS-CoV como el agente causante de la enfermedad. Debido a las medidas de control de
infecciones implementadas, no se detectaron mas casos después de julio de 2003. La
pandemia termind con 8422 casos notificados y 916 muertes en 27 paises (Enserink, 2003),

(W. Li et al., 2005), (Vaqué Rafart, 2005). Existen importantes evidencias de que este virus
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zoonotico SARS-CoV se origind a partir de la transmision interespecie desde el gato civeta del
Himalaya (Viverra civetta) a los humanos, aunque existen otras especies implicadas (Vaqué

Rafart, 2005).

La forma principal de transmision de SARS-CoV fue por el contacto cercano entre las
personas por las gotitas respiratorias (contagio por gotitas respiratorias) que se producian
cuando una persona infectada tosia o estornudaba y a través de ductos de ventilacidon
(propagacién por aire). El virus también se podia propagar por superficies u objetos

contaminado con gotitas infectadas, y luego tocar la boca, la nariz o los ojos.

La enfermedad comenzaba generalmente con fiebre alta (superior a los 38.0°C), y podia
incluir dolor de cabeza, una sensacién general de incomodidad y dolor en el cuerpo. Algunas
personas experimentaron sintomas respiratorios leves al principio de la enfermedad, pero la
mayoria de los pacientes presentd neumonia. Cerca del 10 - 20 % de los pacientes sufrieron

de diarrea (Peiris et al., 2003). La tasa de letalidad fue de ~10 % (Peiris et al., 2003).

1.2.6 MERS-CoV

El MERS-CoV [Coronavirus del Sindrome respiratorio de Oriente Medio (del inglés Middle
East Respiratory Syndrome Coronavirus)]se identificd por primera vez en junio de 2012,
asociado a la muerte de un hombre en Arabia Saudita por neumonia aguda e insuficiencia
renal. El espectro clinico de la infeccién por MERS-CoV varia desde ausencia de sintomas
(asintomatico), sintomas respiratorios leves hasta enfermedad respiratoria aguda grave y
muerte. Los sintomas de la infeccidn son comunes a otras enfermedades respiratorias: fiebre,
tos, dificultad para respirar, neumonia, y puede afectar a distintos grupos etarios. Tres a
cuatro de cada diez personas infectadas con MERS-CoV mueren, generalmente por edad
avanzada o debido a otras enfermedades crénicas subyacentes. Todos los casos registrados
hasta ahora han ocurrido en Medio Oriente o tuvieron relacion con individuos que visitaron
esa zona. Se han informado casos en Corea del Sur, Abu Dabi, Qatar, Libano, Argelia, Jordania,
Irdn, Oman, Kuwait, Estados Emiratos Arabes, Yemen, Bangladesh, Filipinas, China, Tunez,
Malasia, Tailandia, Turquia, ltalia, Grecia, Francia, Austria, Reino Unido, Alemania y EE.UU

(Bratanich, 2015).

A diferencia de la linea de tiempo del SARS-CoV, el MERS-CoV se aislé del esputo del caso
indice, lo que demuestra la importancia de los avances en la gendmica de patégenos durante

los afios intermedios. Hubo un grupo de casos relacionados con viajes en el Reino Unido en
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septiembre de 2012 y en 2015 un brote hospitalario (nosocomial) en Corea del Sur que
involucré a 16 hospitales y 186 pacientes, pero la gran mayoria de los casos se observaron en
Arabia Saudita. Hasta enero de 2020, se habian notificado a la OMS un total de 2494 casos
confirmados por laboratorio en 27 paises, y un total de 858 muertes. (Enserink, 2003),

(Mackay & Arden, 2015), con una tasa de letalidad cercana al 35-40%.

El virus tiene un probable origen zoondtico, y los estudios han demostrado que los
humanos se infectan a través del contacto directo o indirecto con dromedarios infectados
(Mackay & Arden, 2015). La transmision de persona a persona es posible y ha ocurrido
predominantemente entre contactos cercanos y en entornos de atencién médica. Esto incluye
familiares y miembros del hogar, trabajadores de la salud y otros pacientes. Los brotes mas
grandes han ocurrido en centros de salud en Arabia Saudita, los Emiratos Arabes Unidos vy la
Republica de Corea. Fuera del dmbito de la atencién de la salud, no ha habido transmisién
sostenida de persona a persona documentada en ninguna parte del mundo. Los casos de

MERS-CoV aun permanecen activos, aunque solo hay transmisién limitada.

1.2.7 Zoonosis y el origen zoonético de los coronavirus humanos

Una zoonosis es una enfermedad infecciosa que ha saltado de un animal no humano a los
humanos. Los patégenos zoondticos pueden ser bacterianos, virales o parasitarios, y pueden
propagarse a los humanos a través del contacto directo o a través de los alimentos, el agua o
el medio ambiente. Representan un importante problema de salud publica en todo el mundo
debido a nuestra estrecha relacién con los animales en la agricultura, como compafieros y en
el medio natural (Ye et al., 2020). Las zoonosis también pueden causar interrupciones en la
produccién y el comercio de productos animales para alimentos y otros usos. Los seres
humanos, los animales y el medio ambiente juegan un papel importante en la aparicion y
transmisiéon de diferentes enfermedades infecciosas (Thompson & Kutz, 2019). El informe
"Estrategia de Asia Pacifico para enfermedades emergentes: 2010" estimé que alrededor del
60% de las infecciones humanas emergentes son de naturaleza zoondtica y entre estos
patogenos, mas del 70% se originaron en especies de vida silvestre (A. Li & Kasai, 2011). Las
enfermedades de reciente aparicion en humanos en las ultimas décadas eran de origen animal
y estaban directamente asociadas a los alimentos de origen animal (Ferkol & Schraufnagel,
2014), (Slingenbergh, 2013). Las zoonosis son un gran problema de salud publica y un peligro

directo para la salud humana que puede incluso provocar la muerte.
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El término “Zoonosis” se deriva de la palabra griega “Zoon”, que significa animal, y “nosos”,
qgue significa enfermedad. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), cualquier
enfermedad o infeccion que sea transmisible naturalmente de animales vertebrados a
humanos o de humanos a animales se  clasifica como  zoonosis

(https://www.who.int/topics/zoonoses/en/ accessed on 20 July 2020) (Woolhouse et al.,

2001).

Brevemente, destacamos el origen zoonético de los coronavirus humanos. El SARS-CoV es
un coronavirus que surgié a través de la recombinacion de coronavirus relacionados con el
SARS de murciélago (SARSr-CoV), (Hu et al., 2017) (Figura 15). El virus recombinante infectd
civetas y humanos y se adaptd a estos huéspedes antes de causar la epidemia de SARS
(Chinese SARS Molecular Epidemiology Consortium, 2004). EIl MERS-CoV probablemente se
propagd de los murciélagos a los camellos dromedarios hace al menos 30 afios y desde
entonces ha prevalecido en los camellos dromedarios, desde los cuales se transmite en
ocasiones a los humanos. Para los virus HCoV-229E y HCoV-NL63, que generalmente causan
infecciones leves en humanos, se han encontrado ancestros en murciélagos africanos (Huynh
et al., 2012; Tao et al., 2017) y los camélidos son probablemente huéspedes intermedios de
HCoV-229E. HCoV-0C43 y HKU1, que generan cuadros respiratorios leves en humanos,

probablemente se originaron en roedores.
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Figura I5. Esta figura muestra el origen zoondtico de los coronavirus que afectan a los
humanos en la actualidad, y la implicancia de los animales salvajes en la transmision vy
amplificacién de agentes etioldgicos de zoonosis emergentes y reemergentes (Rahman et al.,
2020).

Las zoonosis comprenden un gran porcentaje de todas las enfermedades infecciosas
recientemente identificadas, asi como muchas de las existentes. Algunas enfermedades, como
el VIH, comienzan como una zoonosis, pero luego mutan en cepas exclusivas para humanos.
Otras zoonosis pueden causar brotes de enfermedades recurrentes, como la enfermedad por
el virus del Ebola y la salmonelosis. En esta tesis abordaremos el estudio del SARS-CoV-2, el
ultimo virus zoondtico que afectd a los humanos generando una pandemia desde el 2020 y
aun en la actualidad continua en circulacion en todo el mundo. EI 5 de mayo de 2023 la OMS
declard el fin de la emergencia sanitaria internacional por este virus. (Se acaba la emergencia
por la pandemia, pero el COVID continua | Noticiass ONU, 2023),
(https://news.un.org/es/story/2023/05/1520732).
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1.3 SARS-CoV-2

El nuevo coronavirus emergente SARS-CoV-2, Coronavirus del Sindrome respiratorio agudo
grave (del inglés Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus) es responsable de la
enfermedad por coronavirus 2019 denominada COVID-19, y surgié durante diciembre de 2019
en Wuhan, China. Desde esta region se disemind y extendid hacia todos los paises del mundo,
y fue declarada por la OMS una emergencia de salud publica de preocupacion internacional el

30 de enero de 2020, alcanzando el nivel de pandemia el 11 de marzo de 2020.

El SARS-CoV-2 es estructuralmente similar al SARS-CoV y se une mediante la proteinaSala

enzima convertidora de angiotensina Il (ACE2) en las células huésped (He et al., 2020).

El genoma de SARS-CoV-2 varias proteinas que incluyen proteinas no estructurales,
estructurales y accesorias que estan involucradas en la adsorcion viral, entrada vy
desnudamiento, replicacidn y transcripcidn de acidos nucleicos, ensamblaje y liberacién (Yan
et al., 2022). Las mutaciones en las distintas regiones del genoma pueden generar expresion
alternativa de proteinas (Park et al., 2023). El nUmero de proteinas expresadas por el SARS-
CoV-2 puede variar en funcién de la variante del virus. Por ejemplo, la variante Omicron
presenta una mutacién en la proteina S que podria provocar la expresién de una nueva

proteina accesoria.

1.3.1 Origen de la pandemia

Como muchos de los primeros casos de COVID-19 estaban relacionados con el mercado de
Huanan, en Wuhan, China, es posible que una fuente animal estuviera presente en este lugar
(Zhou et al., 2020a), (Wu et al., 2020). La evidencia sugiere que el SARS-CoV-2 es un virus
zoonoético, dado que es un virus que salté de un animal a un humano y causa una enfermedad.
Una posibilidad es que el linaje responsable de dar origen al SARS-CoV-2 ha estado circulando
desapercibido durante décadas en los murciélagos. Sin embargo, los murciélagos no estaban
disponibles para la venta en el mercado de Huanan; por lo tanto, este virus podria haber
surgido primero en otro lugar. Sigue siendo posible que el mercado haya sido el sitio de un
evento de "superpropagacion”, donde un individuo infecté a muchos otros (Wu et al., 2020).
A pesar de todos los avances realizados, la comunidad cientifica internacional continta con el

estudio para describir su origen.
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1.3.2 Clasificacion del SARS-CoV-2

Los virus SARS-CoV-2 pertenecen a la familia Coronaviridae, género Betacoronavirus. Segun
el ICTV, en el 2021 se establecio la siguiente clasificacion para SARS-CoV-2: Reino Riboviria »
Orthornavirae » Phylum Pisuviricota » Clase Pisoniviricetes » Orden Nidovirales, Suborden
Cornidoviridae,  familia  Coronaviridae, subfamilia  orthocoronaviridae, Género
Betacoronavirus, Subgénero Sarbecovirus, especie Severe Acute Respiratory Syndrome related

coronavirus (Figura 16).

== Suborder: Cornidovirineae

= Family: Coronaviridae Suborder: Cornidovirineae

<+ Subfamily: Letovirinae Family: Coronaviridae

= Subfamily: Orthochpnavin'nae Family: Coronaviridae
4+ Genus: Alphacoronavirus  Subfamily: Orthocoronavirinae HCoV-229E, HCoV-NL63
= Genus: Betacoronavirus Subfamily: Orthocoronavirinae
<+ Subgenus: Embecovirus Genus: Betacoronavirus

<+ Subgenus: Hibecovirus Genus: Betacoronavirus

< Subgenus: Merbecovirus Genus: Betacoronavirus

<+ Subgenus: Nobecovirus Genus: Betacoronavirus

== Subgenus: Sarbecovirus Genus: Betacoronavirus

Species: Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus  Subgenus: Sarbecovirus SARS, SARS-CoV-2
=+ Genus: Deltacoronavirus  Subfamily: Orthocoronavirinae

4+ Genus: Gammacoronavirus  Subfamily: Orthocoronavirinae

Figura 16. Clasificacién la Familia Coronaviridae dentro del orden Nidovirales, Comité
Internacional de Taxonomia Viral (ICTV). Se indican en la tabla los coronavirus que afectan a
los humanos. Adaptado de https://ictv.global/taxonomy

Los virus como el SARS-CoV-2 evolucionan constantemente a medida que se producen
cambios en el cddigo genético (provocados por las mutaciones o la recombinacion viral)
durante la replicacién del genoma. A partir de la secuenciacién gendmica de los virus
circulantes pueden clasificarse, siguiendo recomendaciones de diferentes grupos de expertos
y organismos, en linajes, variantes, recombinantes. Un linaje es un grupo de variantes de virus
estrechamente relacionados desde el punto de vista genético derivados de un ancestro en
comun. Una variante tiene una o mds mutaciones que la diferencian de las otras variantes del
virus del SARS-CoV-2. Un recombinante es una variante creada por la combinacion de material
genético de dos variantes diferentes (CDC, 2020). Las mutaciones adaptativas en el genoma

viral podrian alterar su potencial patogénico, afectar a los métodos que se utilizan para su
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diagndstico y aumentarian la dificultad para desarrollar farmacos y vacunas (Giovanetti et al.,

2021).

La variante con la mutacién puntual D614G en la proteina S del SARS-CoV-2, rdpidamente
se convirtidé en la mas extendida (Pachetti et al., 2020) que también se ha asociado con cargas
virales mas altas en pacientes con COVID-19 (Lorenzo-Redondo et al., 2020), (Korber et al.,
2020); esta mutacidn se agrupaba con una serie de otras mutaciones puntuales, incluida una
en el gen de la polimerasa (Pachetti et al., 2020). Luego, comenzaron a identificarse otras
mutaciones (Andersen et al., 2020), lo que permitié la clasificacion de SARS-CoV-2 en
muchisimos linajes, variantes de interés y preocupacion (CDC, 2022, Nextstrain:
https://nextstrain.org/). Estos conceptos seran abordados en el capitulo 2.3.8. Epidemiologia

molecular de SARS-CoV-2.

1.3.3 Genomay estructura del SARS-CoV-2

Como todos los coronavirus, poseen una envoltura lipoproteica y su genoma esta
conformado por una hebra no segmentada de ARN de polaridad positiva de aproximadamente
30.000 nucledtidos (Hu et al., 2021; N. Zhu et al., 2020a). El genoma posee 14 marcos abiertos
de lectura (ORF, “open reading frame”) y codifica para 27 proteinas. En el extremo 5" se ubican
los genes ORFla y ORF1b, que codifican para las proteinas no estructurales (Nsp, del inglés
non-structural protein) Nsp1 a Nsp16. Las proteinas Nsp7, Nsp8 y Nsp12 forman el complejo
RdRp (RNA-dependent RNA polymerase) necesario para que ocurra la replicacién viral. En el
extremo 3" se codifican cuatro proteinas estructurales: la glicoproteina de superficie espicula
(S), la proteina de la envoltura (E), la glicoproteina de membrana (M) y la proteina de la

nucleocapside (N), y ocho proteinas accesorias no estructurales: 3a, 3b, p6, 7a, 7b, 8b, 9b y 9.

De la envoltura lipoproteica emerge la glicoproteina de superficie espicula (S), que le da la
apariencia de corona al microscopio electrénicoy es la encargada de actuar como ligando para
la adsorcidén del virus a las células respiratorias a través de su unién al receptor celular ACE2.
La superficie del trimero S esta fuertemente glicosilada. Esta proteina es el blanco principal de
los anticuerpos neutralizantes; es clave en la induccidon de inmunidad humoral y celular
durante la infeccién con SARS-CoV-2 y por este motivo es utilizada para el desarrollo de las
vacunas. La proteina M es una glicoproteina transmembrana que da la forma al virus y permite
la unién ala nucleocapside (N); la proteina E tiene un papel clave en el ensamblaje y liberacién
del virus, y la proteina N forma parte de la nucleocdpside al unirse al material genético (Hu et

al., 2021; Sofi et al., 2020).
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1.3.4 Patogeniay respuesta inmune del SARS-CoV-2
Este virus se transmite persona a persona por contacto directo con gotas respiratorias y
aerosoles infectados que contienen el virus, entre individuos infectados e individuos

susceptibles, como otros virus respiratorios.

La infeccidn comienza por la adsorcién del virus SARS-CoV-2 a la membrana celular de las
células del epitelio respiratorio, por dos vias: con escisién de S2 por TMPRSS2 (Proteasa
transmembrana serina 2) o sin escision de S2, por endocitosis, luego de la unién a ACE2 (Figura
17). Una vez que la particula viral ingresa a la célula, se produce el desnudamiento, la
replicacion del genoma y la sintesis de proteinas, el ensamblado y la maduracién y liberacién
de las nuevas particulas virales. Algunos de los ARN subgendmicos también tienen efecto

sobre el huéspea.

La transmisién de las nuevas particulas virales puede comenzar desde 24-48 horas antes
del inicio de los sintomas y se mantiene durante una semana. El periodo de incubacién tiene

una media de 5 dias, pero puede extenderse hasta los 14 dias (Dhama et al., 2020).

La mayoria de las personas infectadas con SARS-CoV-2 son asintomaticas o presentan
sintomas leves (80%), mientras que el 20% desarrolla cuadros graves que llevan a requerir
internacion e incluso cuidados intensivos, y de ellos hasta 2-3% puede ser letal (Garcia-Salido,
2020). A la patologia contribuyen el dafo desencadenado por el propio virus y luego, la
respuesta inmune del huésped que puede desarrollar una tormenta de citoquinas que lo lleva

al empeoramiento del cuadro, e incluso la muerte.

Se clasifica la enfermedad COVID-19 en 3 etapas o estadios: infeccion primaria, fase
pulmonar y fase hiperinflamatoria, reconociendo que la enfermedad de COVID-19 exhibe 3
grados de gravedad creciente, que se corresponden con distintos hallazgos clinicos, respuesta

a la terapia, y desarrollo de la clinica (Figura 18).

Tanto la inmunidad innata como la adaptativa desempefian un papel esencial en la
inmunopatogénesis de la COVID-19. La expresion de los receptores ACE2 y su interaccion con
la proteina S, que permite el acceso viral a la célula huésped y la liberacién desregulada y
elevada de citocinas proinflamatorias e inflamatorias se considera una consecuencia esencial

e inevitable de la infeccion por SARS-CoV-2 en pacientes gravemente infectados. La secrecién
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de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF-a) conduce a una respuesta hiperinflamatoria al

reclutar macrdéfagos, células Ty B en las células alveolares pulmonares.

La interaccidn entre el virus SARS-CoV-2 y el sistema inmunolégico de un individuo da como
resultado manifestaciones clinicas diversa de la enfermedad COVID-19. Si bien las respuestas
inmunitarias adaptativas son esenciales para la eliminacidn del virus SARS-CoV-2, las células
inmunitarias innatas, como los macrdfagos, pueden contribuir, en algunos casos, a la
progresion de la enfermedad (PACES et al.,, 2020). Los macréfagos han mostrado una
produccion significativa de IL-6, lo que sugiere que pueden contribuir a la inflamacién
excesiva. El Sindrome de Activacion de Macrdfagos puede explicar ain mas los altos niveles

séricos de CRP (CRP="C reactive protein”), que normalmente faltan en las infecciones virales.
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Figura 17. Ciclo de replicacion viral del SARS-CoV-2. La proteina S se une al receptor ACE2 en
la célula huésped usando el dominio S1. Esto permite que TMPRSS2 (Proteasa transmembrana
serina 2) escinda la proteina S, lo que lleva a la activacion del dominio S2 para la fusién. EI S2
activado fusiona las bicapas lipidicas virales y del hospedador, lo que conduce a la deposicién
del genoma viral de ARN monocatenario de sentido positivo en la célula hospedadora. La
replicacion viral crea intermediarios de replicacion de ARN de doble cadena (dsRNA) que
pueden activar vias de inhibicidn inmunitarias. La replicacién viral crea intermediarios de
replicacion de ARN de doble cadena (dsRNA) que pueden activar vias inmunitarias innatas
citopldsmicas. Adaptado de (Lamers & Haagmans, 2022), (Y.-D. Li et al., 2020), (lzda et al.,
2021) (Y.-D. Li et al., 2020, p. 19), ViralZone-Expassy)

Estadiol Estadioll Estadio Il
A (infeccién primaria) (Fase Pulmonar) (Fase Hiperinflamatoria)
A ' 1]

Severity of lliness

Time course

Terapias ‘Remdesivir, transfusiones de plasma convaleciente '
Potenciales Reduccién de inmunosupresién (reduccién de Cuidado de corticoesteroides, estatinas, inmunoglobulinas humanas IL-1, IL-
esteroides 2/IL-6 inhibidores JAK/inhibidores GM-CSF

Figura 18. Clasificacion de los estados patoldgicos de la COVID-19 y posibles dianas
terapéuticas. La figura ilustra 3 fases crecientes de la progresién de la enfermedad COVID-19,
con signos, sintomas y posibles terapias especificas de fase asociadas. PCR, proteina C
reactiva; JAK, janus quinasa; LDH, lactato deshidrogenasa; NT-proBNP, péptido natriurético
tipo B N-terminal pro; GM-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos.
Adaptado de (Siddiqi & Mehra, 2020).

En las respuestas inmunes adaptativas, se ha revelado que las células T CD8+ citotdxicas
exhiben patrones de agotamiento funcional. Dado que el SARS-CoV-2 restringe la

presentacion de antigenos al regular a la baja las moléculas MHC de clase | y Il y, por lo tanto,

25



disminuye las respuestas inmunitarias mediadas por células T; las respuestas inmunitarias
humorales también desempefian un papel importante. Los anticuerpos IgM e IgG son
importantes y aparecen a la semana de la infeccidn, y la respuesta de IgA especifica parece

ser mas fuerte y persistente que la respuesta de IgM (PACES et al., 2020).

Un estudio realizado por personal del Laboratorio del INE-J. H. Jara, en Mar del Plata,
Argentina, evalud la respuesta inmune celular y humoral especifica anti-SARS-CoV-2 en
pacientes recuperados de COVID-19. A diez meses de la infeccién, el 74% de los voluntarios
tenian anticuerpos IgG anti-proteina spike. Se observé una respuesta celular de memoria
significativa para las 3 subpoblaciones linfocitarias estudiadas (LT CD4 y CD8 y LB). Los
resultados sugieren que la respuesta inmune especifica anti-SARS-CoV-2 es duradera, al
menos durante 10 meses. Sin embargo, no se puede descartar que la respuesta celular de

memoria observada se deba a una o mas reexposiciones al virus, (Libera et al).

1.3.5 Caracteristicas clinicas de la COVID-19

En general, el periodo de incubaciéon del SARS-CoV-2 es de 5,1 dias, y la mayoria de los
pacientes desarrollardn sintomas dentro de los 11,5 dias posteriores a la infeccion (Lauer et
al., 2020). El espectro clinico de la COVID-19 varia desde formas asintomdticas o
paucisintomaticos (forma clinica con escasa y/o poco expresiva sintomatologia) hasta
enfermedades clinicas caracterizadas por insuficiencia respiratoria aguda que requiere
ventilacién mecanica, shock séptico y falla multiorganica. Los sintomas caracteristicos y mas
frecuentes de la infeccidon por SARS-CoV-2 incluyen cefalea, mialgia, fiebre, diarrea, anosmia
(pérdida de olfato), ageusia (pérdida de gusto), entre otros (Huang et al., 2020). Cabe destacar
gue tanto factores virales como del huésped influyen en el desarrollo y desenlace de la

enfermedad.

Los Institutos Nacionales de Salud de EE.UU. (NIH, del inglés National Institute of Health)
emitieron pautas que clasifican la COVID-19 en cinco tipos distintos, en individuos infectados

por SARS-CoV-2:

*Infeccidn asintomatica o presintomatica: ningun sintoma clinico compatible con COVID-

19.
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*Enfermedad leve: Individuos que tienen algun sintoma de COVID-19, como fiebre, tos,
dolor de garganta, malestar general, dolor de cabeza, dolor muscular, nduseas, vémitos,

diarrea, anosmia o disgeusia, pero sin dificultad para respirar niimdagenes anormales del torax.

*Enfermedad moderada: Individuos que tienen sintomas clinicos o evidencia radioldgica
de enfermedad del tracto respiratorio inferior y que tienen saturacién de oxigeno (Sp02) >

94% en aire ambiente.

*Enfermedad grave: Individuos que tienen sintomas clinicos o evidencia radioldgica de
enfermedad del tracto respiratorio inferior y que tienen (Sp02) < 94% en aire ambiente; una
relacion de presidn parcial de oxigeno arterial a fraccién de oxigeno inspirado, (PaO2/Fi02)
<300 con taquipnea marcada con frecuencia respiratoria >30 respiraciones/min o infiltrados

pulmonares >50%.

*Enfermedad critica: Individuos que tienen insuficiencia respiratoria aguda, shock séptico
y/o disfuncién multiorganica. Pueden desarrollar un sindrome de dificultad respiratoria aguda

(SDRA), que tiende a ocurrir aproximadamente una semana después del inicio de los sintomas.

En adultos mayores e individuos con comorbilidades como EPOC (enfermedad pulmonar
obstructiva crénica), diabetes, enfermedad cardiovascular, obesidad, puede ocurrir un mayor
riesgo de progresién a enfermedad respiratoria grave y aun fatal. En estos pacientes, se
produce una rapida evolucién a la hipoxemia y falla ventilatoria, trastornos en la coagulacion,
shock séptico y falla multiorganica (Hu et al.,, 2021). También, se observa una respuesta
desregulada de secrecion de citoquinas (inflamacion sistémica o tormenta de citoquinas) que
produce una cascada de efectos que conducen a un dafo microvascular, y explican el

sindrome de dificultad respiratoria aguda vy la falla organica multiple (Dabanch, 2021).

En un estudio de metaanalisis que evalud las caracteristicas clinico-patolégicas de 8697
pacientes con COVID-19 en China, informd anomalias de laboratorio que incluyeron linfopenia
(47,6 %), niveles elevados de proteina C reactiva (65,9 %), enzimas cardiacas elevadas (49,4
%) y anomalias hepaticas. pruebas funcionales (26,4 %). Otras anomalias de laboratorio
incluyeron leucopenia (23,5 %), dimero D elevado (20,4 %), velocidad de sedimentacién
globular elevada (20,4 %), leucocitosis (9,9 %), procalcitonina elevada (16,7 %) y funcién renal
anormal (10,9 %) (J. Zhu et al., 2020). En otro metaanalisis de 212 estudios publicados que
incluyeron a 281 461 personas de 11 paises o regiones, se notificd un curso grave de la
enfermedad en alrededor del 23 % con una tasa de mortalidad cercana al 6 % (J. Li et al., 2020).
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Aparte de la dificultad respiratoria, algunos pacientes con COVID-19 mostraron sintomas
de efectos neurolégicos como nduseas, vémitos y dolor de cabeza, que también se manifiesta
en otras infecciones por coronavirus (Glass et al., 2004). Estudios en Europa y los Estados
Unidos, destacaron una condicion hiperinflamatoria por un sindrome inflamatorio
multisistémico grave (MIS-C) asociado con SARS-CoV-2 en nifios (Hennon et al., 2020). Los
principales sintomas incluyen: insuficiencia multiorganica, hiperferritinemia y shock
cardiogénico o vasopléjico (Hennon et al., 2020). Ademas, los parametros anormales de
coagulacion sanguinea debido a irregularidades en el flujo sanguineo, lesiones vasculares y
anomalias pueden conducir a coagulopatia sistémica en pacientes con COVID-19 (Becker,

2020).

En algunos pacientes que ya resolvieron la infeccion aguda, puede observarse la presencia
de Long-COVID o COVID prolongada, que es un sindrome debilitante que a menudo incluye
sintomas respiratorios persistentes y, en menor grado, anomalias en la fisiologia pulmonar o
en lasimadgenes radioldgicas. Las caracteristicas respiratorias de COVID-19 prolongada pueden
reducirse con el tiempo, pero no se observa una resolucién en todos los casos (Daines et al.,
2022). Las personas experimentan COVID prolongada como una condicién heterogénea, con
una variedad de consecuencias fisicas y emocionales (Macpherson et al., 2022; N. N. Nguyen

et al.,, 2022).

1.3.6 Diagndstico del SARS-CoV-2
Desde enero de 2020, a inicios de la pandemia, los investigadores del Center for Disease
Control (CDC) de China publicaron la informacién de secuencia del genoma completo del virus
SARS-CoV-2, y esto permitid el rapido desarrollo de protocolos de RT-qPCR que permitieron
amplificar y detectar regiones blanco del genoma viral, para hacer su diagndstico en muestras
respiratorias (V. M. Corman et al., 2020a; Vogels et al., 2020). Desde entonces, se han
desarrollado métodos moleculares que detectan el genoma viral como la RT-PCR, RT-PCR
isotérmica basada en LAMP y deteccidén colorimétrica o deteccidon por CRISPR, PCR digital.
También, métodos rdpidos que detectan los antigenos virales por Inmunocromatografia y
métodos indirectos que detectan la presencia de anticuerpos especificos contra SARS-CoV-2.
La Tabla I1 presenta las técnicas diagndsticas disponibles en la actualidad, cada una con sus
ventajas y desventajas. Sin embargo, cabe destacar que actualmente, la reaccién de RT-qPCR
sigue siendo el método estandar recomendado para el diagndstico de la infeccién por SARS-

CoV-2, debido a su alta sensibilidad y especificidad, amplia disponibilidad de kits de
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diagndstico comerciales, equipamiento disponible y personal entrenado. Las herramientas de
diagndstico molecular basadas en RT-PCR se desarrollaron utilizando cebadores y sondas
especificos para amplificar y detectar genes virales de la envoltura (E), la ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRP), la proteina de la nucleocapside (N) o el marco de lectura abierto
ORFla y ORF1b (V. M. Corman et al., 2020a), (Li et al., 2020) (CDC 2019-nCoV real-time RT-
PCR diagnostic panel. 2020).

La seleccidn del método diagndstico apropiado depende de la situacidn: la presentacién del
paciente, el momento relativo a la enfermedad en curso, la infraestructura de laboratorio,
necesidades de salud publica y agendas de investigacion. Los ensayos de anticuerpos estan
indicados principalmente con fines epidemioldgicos debido a los tiempos de la
seroconversion; el ensayo basado en deteccidon de antigeno puede estar indicado para una
identificacion rapida de casos lo que podria ayudar a reducir la transmisién viral (Mardian et

al., 2021).

En la Figura 19 se puede apreciar la dinamica de la infeccién por coronavirus y los distintos
enfoques diagndsticos segun el transcurso de la infeccidn. El pico de titulo de SARS-CoV-2 se
da entre el dia 0 y 7 desde el inicio de sintomas, y en ese momento es mayor la probabilidad
de detectarlo con un método directo como la RT-gPCR o un test rapido de deteccién de
antigenos (Dhar, 2022). Luego comienzan a aumentar los titulos de anticuerpos, y podemos

utilizar su deteccidn con fines epidemioldgicos.
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Tabla I1. Comparacion de distintas técnicas de diagndstico, ventajas y desventajas. (Adaptado
de (Kumar et al., 2020)).

Técnicas iempo para su Tiempo para el Dlsponlbll'ldad Ventajas Desventajas
desarrollo resultado comercial
. . Alta sensibilidad, Requiere transporte de
dias después del especificidad confiable muestras, equipamiento
RT-PCR conocimiento de la 1-2 horas si P maiey 1S, equip ’
secuencia gendmica es ideal para analisis de reactivos y personal
& alta productividad. entrenado
. . Alta sensibilidad, disefio de primers complejo,
dias después del e e o
PCR conocimiento de |a 15-60 minutos si especificidad testeo en propenso a amplificacién no
ISOTERMICA . . puntos de cuidado, especifica y resultados falsos
secuencia genémica ;i . o
amigable para el usuario positivos
dias después del . .
I X ‘pu . Ultra-alta sensibilidad, mas costosa que la RT-PCR
ddPCR conocimiento de la horas si o ,
alta especificidad. comun

secuencia gendémica

Sensibilidad moderada,
Test de meses después del 15 minutos a . conveniente y seguro, reactividad cruzada,
Anticuerpos patdégeno cultivado horas alta especificidad naturaleza retrospectiva, no

apropiado para diagnostico

Requiere disefio estricto de
anticuerpos sintético y
15-30 minutos si rapido y lectura visual. conocimiento de la etiologia
viral, propenso a resultados
falsos negativos

Test rapido de
deteccion
Antigeno

meses después del
patégeno cultivado

Alta Sensibilidad, alta
especificidad, confiable, disefio de primers complejo,

lectura visual y posible contaminacién
de multiplexar

dias después del
LAMP-CRISPR conocimiento de la 15-60 minutos no
secuencia gendmica

Sintomas

(si hay manifestacion)

Replicacion lgG

Viral

-4 0 4 8 12 16 20
dias desde el inicio

e ¢ Infeccion

de los sintomas

Figura 19. La figura muestra la historia natural de SARS-CoV-2 incluyendo el rango de
replicacién viral y las inmunoglobulinas del huésped (IgM e IgG), asi como la cinética temporal

30




de los sintomas de la COVID-19. Las cantidades de replicacién viral y cada anticuerpo que se
muestran en esta figura son solo para fines ilustrativos y no representan valores reales.
Adaptado de Dhar, (Dhar, 2022).

1.3.7 Epidemiologia del SARS-CoV-2

La Epidemiologia es el estudio de la distribucién, frecuencia y de los factores determinantes
de las enfermedades en poblaciones humanas (Frérot et al., 2018). Se ha definido como la
ciencia que estudia la dindmica de la salud en las poblaciones y se diferencia de la medicina
clinica en que estudia grupos de personas y no individuos; se estudian personas sanas y
enfermas, y se busca encontrar diferencias entre ellas. El conocimiento epidemiolégico de una
enfermedad se utiliza para entender las causas y programar politicas de salud publica y

encauzar el tratamiento.

La capacidad de contener un patédgeno emergente depende en parte de su nimero basico
de reproduccion RO (Fraser et al., 2004), definido como el nimero promedio de casos
secundarios que surgen de un caso primario en una poblacidn completamente susceptible
(Anderson & May, 1992). No se requieren esfuerzos de contencidn activa cuando RO < 1, pero

los valores mas altos de RO hacen que la contencion sea mas dificil (Anderson & May, 1992).

Los primeros casos de SARS-CoV-2 se informaron por primera vez en China a fines de 2019,
y desde aqui se disemind rapidamente por todo el mundo, hasta ser declarado por la OMS en
marzo de 2020 como una nueva pandemia. Durante la primera ola epidémica que se dio en
varios paises simultdneamente, se estimaron valores de RO entre 2 y 3, con un periodo medio
de incubacién de 5,7 (rango de 2 a 14) dias. Sin embargo, en algunos casos se detectaron
circunstancias donde el valor RO fue muy superior, y se los caracterizé como eventos de
superpropagacion (cuando una persona infectada puede contagiar a 20 o mas personas) (J.
Wang et al., 2021). Las medidas de salud publica a nivel nacional y mundial buscaron disminuir
el RO, con la instauracion de politicas de aislamiento social, que llegaron a incluir el cierre de
fronteras, y uso de barbijos obligatorio, para evitar nuevos contagios y cortar las cadenas de
transmisién (Salzberger et al., 2021), (Focosi et al., 2022). La mayoria de las infecciones por
SARS-CoV-2 no presentan complicaciones y 5 a 10% de los pacientes son hospitalizados,
principalmente por neumonia con inflamacidn grave. La estimacién de la tasa de letalidad de
la infeccion por SARS-CoV-2 es del 0,5 al 1%. Sin embargo, cabe destacar que durante la

primera ola de COVID-19, en paises como lItalia o Espafia, la tasa de letalidad superd el 10%
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(https://es.statista.com/estadisticas/1107849/covid-19-casos-confirmados-muertes-y-

recuperados-por-dia-italia) (Martin-Sanchez et al,, 2020). A partir de estudios

epidemioldgicos, los factores de riesgo que se determinaron para la enfermedad grave son la
edad avanzada, la hipertension, la diabetes mellitus, las enfermedades cardiacas o
pulmonares crénicas y la inmunodeficiencia (Salzberger et al., 2021). La evaluacién de la
mortalidad después de un periodo de 2.5 afios de pandemia se estimd en un decrecimiento
respecto del primer afio llegando a fines del 2022 a una tasa de mortalidad similar a la gripe
estacional, 0,05%—-0,5% a pesar de una considerable variabilidad segun el afio observado y la

edad del paciente (Horita & Fukumoto, 2023).

El 3 de marzo de 2020, Argentina confirmé su primer caso de COVID-19; se tratd de un caso
importado: un viajero proveniente de Italia que llega a la CABA, al cual se colocd en
aislamiento respiratorio y del cual se estudiaron los contactos posibles

(https://www.argentina.gob.ar/noticias/salud-confirma-el-primer-caso-de-coronavirus-en-

el-pais). Como este suceso se sucedieron muchos mas, y por ello los primeros casos fueron de
individuos viajeros, casos importados. Luego, comenzaron a aparecer los casos de contactos
estrechos (conglomerados de casos), y posteriormente, la trasmisién comunitaria en donde
no se podia establecer el nexo con viajeros ni contactos estrechos de casos importados. Por
este motivo, el 19 de marzo de 2020, se implementd el aislamiento social preventivo y

obligatorio (Decreto 297/2020, https://www.boletinoficial.gob.ar/) en todo el pais, con el

objetivo de minimizar la circulacién de las personas y de este modo limitar la diseminacién
viral de manera inmediata y al mismo tiempo fortalecer el sistema de salud para hacer frente
al aumento exponencial de casos que se daba en otros paises del mundo que no tomaban este
tipo de medidas. El Art 1 del Decreto mencionaba que “se establece para todas las personas
que habitan en el pais o se encuentren en él en forma temporaria, la medida de “aislamiento
social, preventivo y obligatorio” en los términos indicados en el presente decreto. La misma
regird desde el 20 hasta el 31 de marzo inclusive del corriente afio, pudiéndose prorrogar este
plazo por el tiempo que se considere necesario en atencion a la situacion epidemioldgica”. El
Art. 2: “Deberdn abstenerse de concurrir a sus lugares de trabajo y no podrdn desplazarse por
rutas, vias y espacios publicos, todo ello con el fin de prevenir la circulacion y el contagio del
virus COVID-19 y la consiguiente afectacion a la salud publica y los demds derechos subjetivos
derivados, tales como la vida y la integridad fisica de las personas”. Estas medidas se

sostuvieron mas del plazo original varias veces mediante prorrogas, pero las cuales fueron
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abriendo paulatinamente el acceso a la circulacion de mayor nimero de personas esenciales
y no esenciales, y el resultado fue que sirvieron para postergar el inicio del aumento de casos
exponenciales. El Distanciamiento social, preventivo y obligatorio se impuso el 20 de
noviembre de 2020, con medidas focalizadas en conductas de distanciamiento y el
establecimiento de protocolos sanitarios para el regreso de todas las actividades sociales,

culturales, deportivas, etc. (Decreto 956/2020: https://www.boletinoficial.gob.ar/).

La primera ola en Argentina, tuvo su pico de casos a mediados de octubre (mayor a 15 mil
casos en un dia). A fines de 2020 los casos bajaron, pero se produjo un rebrote de casos en
verano, del 2 de diciembre de 2020 al 16 de febrero de 2021, y luego del descenso, una nueva
ola se inicid, la segunda ola, del 17 de febrero de 2021 hasta fines de 2021, con un pico a
mediados de mayo, con mas de 30 mil casos positivos por dia. A mediados de diciembre de
2021 comenzaron a aumentar los casos exponencialmente en lo que se convirtid en la tercera
ola en nuestro pais desde el 10 de diciembre, con pico a mediados de enero de 2022 con mas
de 100 mil casos por dia (https://coronavirus.jhu.edu/region/argentina) (Figura 110). En la
Provincia de Buenos Aires, en la cual se ubica la Regidn Sanitaria VIII, la primera ola tuvo una
incidencia de 36,7 casos confirmados cada 1000 habitantes, y el pico se registré en agosto de
2020 con su maximo de media movil el 28 de agosto (5780 casos diarios); el rebrote del verano
tuvo una incidencia de 13,3 casos confirmados cada 1000 habitantes y su pico maximo el 8 de
enero de 2021 (4677 casos diarios); y la segunda ola tuvo una incidencia de 66,9 casos
confirmados cada 1000 habitantes y su maximo absoluto el 10 de abril de 2021 (12160 casos
confirmados diarios) (Irassar et al., 2022). La mortalidad en la primera ola fue de 1268, 7 casos
fallecidos por milldn de habitantes; durante el rebrote del verano fue de 295,4 casos fallecidos
por millén de habitantes, mientras que en la segunda ola fue de 1548,5 casos fallecidos por
millén de habitantes. La letalidad resultd ser de 3,5% en la primera ola, mientras que en el

rebrote de verano fue de 2,2 y en la segunda ola fue de 2,3%.

La implementacién de la vacunacién contra el SARS-CoV-2 se inicié en todo el pais el 29 de
diciembre de 2020, en etapas, comenzando por vacunar al personal de salud y personal
estratégico, luego individuos con riesgo de enfermedad grave como: mayores de 60 afios,
menores de 60 con factores de riesgo, y finalmente al resto de la poblacion, de forma gratuita

(https://bancos.salud.gob.ar/recurso/actualizacion-de-los-lineamientos-tecnicos-campana-

nacional-de-vacunacion-contra-la-covid). Este plan de vacunacién masiva ayudé a reducir la

tasa de casos nuevos y hospitalizaciones por cuadros graves. Mas aun, durante la segunda ola,
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con un alto numero de casos por dia, la tasa de hospitalizacion y muerte fue menor que la ola

anterior, y en esto contribuyd la campana de vacunacién.

100k

50k

500

Deaths

Jan 1, 2021 Jan 1, 202

Figura 110. Casos confirmados y muertes por SARS-CoV-2 en Argentina, 2020-2021. Adaptado
de Johns Hopkins University & Medicine, disponible en
https://coronavirus.jhu.edu/region/argentina. ASPO: aislamiento social preventivo vy
obligatorio (19-3-2020); DISPO: Distanciamiento social, preventivo y obligatorio (20-11-2020).

1.3.8 Epidemiologia Molecular del SARS-CoV-2.

La Epidemiologia Molecular es una ciencia que estudia la contribuciéon de los posibles
factores de riesgo genéticos y ambientales, identificados a nivel molecular, a la etiologia,
distribuciény prevencién de enfermedades en las poblaciones (Lorenzo-Redondo et al., 2021).
La secuenciacidon gendmica permite describir en algunos casos la secuencia completa de los

agentes causantes de la enfermedad, rastrear los origenes del patdégeno y su diseminacién.

A partir del estudio del genoma viral de SARS-CoV-2 en diferentes regiones del mundo y a
diferentes tiempos, se determind que este virus ha evolucionado en diferentes grupos
genéticos, debido a la ocurrencia de mutaciones, cambios nucleotidicos, que ocurren en
distintas regiones del genoma viral y que suceden naturalmente dentro del proceso de
evolucién viral y por procesos de recombinacién (Red Regional de Vigilancia Genémica de
COVID-19 - OPS/OMS | Organizaciéon Panamericana de la Salud, 2021). Algunas mutaciones
en posiciones especificas definen los grupos genéticos virales, los virus mutados son variantes

del virus original, y las variantes pueden diferir en una o mas mutaciones. Estas mutaciones
34



pueden ser sindbnimas o no sindnimas y generalmente no tener impacto; sin embargo, algunas
mutaciones pueden implicar un aumento en la transmision o facilitar el escape viral de la
respuesta inmune y afectar la eficacia de las vacunas y la sensibilidad de los métodos de
diagnéstico basados en deteccidén del genoma. En comunidades con alto nivel de transmision
viral es mayor la posibilidad de que ocurran mutaciones (Attwood et al., 2022). La OMS, en
colaboracién con redes de expertos, autoridades nacionales, instituciones e investigadores de
todo el mundo, ha estado monitoreando y evaluando la evolucion del SARS-CoV-2 desde
enero de 2020, a través del banco de datos de secuencias GISAID (del inglés, Global Initiative
on Sharing Avian Influenza Data-GISAID (GISAID - Initiative, n.d.). Desde la primera secuencia
disponible de SARS-CoV-2 a la actualidad han surgido numerosas variantes, definidas por
combinaciones de mutaciones presentes en distintas regiones del genoma, que se han
diseminado mundialmente, y algunas de ellas han mostrado tener caracteristicas diferentes

respecto la transmisibilidad, evasion de respuesta inmune o ambas.

Actualmente se utilizan sistemas de nomenclatura para nombrar y clasificar los linajes
genéticos del SARS-CoV-2 basados en: 1-la presencia de mutaciones marcadoras
caracteristicas de clado (S, V, G, GH, GR) por GISAID, 2- el afio de deteccion y la presencia de
mutaciones caracteristicas de clado (19A, 19B, 20A, 20B, 20C, 21A, etc.) por Nextstrain
(Hadfield et al., 2018; Updated Nextstrain SARS-CoV-2 Clade Naming Strategy, 2021), y 3- la
presencia de SNP (polimorfismo de un solo nucleétido) utilizando un sistema de machine

learning de PangolLearn (Rambaut et al., 2020) (https://cov-lineages.org/ PANGOLEARN V2).

Como se menciond anteriormente, las mutaciones pueden ocurrir en todo el genoma, pero
las variantes se definen en base a los cambios que originan mutaciones no sinénimas, por

ejemplo, cambios en los aminoacidos en la region que codifica para la proteina S.

La aparicién de variantes virales de SARS-CoV-2 con un potencial impacto o mayor riesgo
para la salud publica desde fines de 2020, impulsd la caracterizacion de Variantes de Interés
(VOI, del inglés: variant of interest) y Variantes de Preocupacion (VOC, del inglés: variant of
concern) definidas por la OMS. Para cada una de estas variantes se evalua si tienen impacto
sobre la transmisibilidad, la gravedad de la enfermedad, la eficacia de los métodos diagndstico
y las vacunas (Tracking SARS-CoV-2 Variants, 2021). En la actualidad, la OMS ha recomendado
para la nomenclatura el uso de etiquetas con letras del alfabeto griego: Alpha, Beta, Gamma,

Delta, Omicron, etc. (Tracking SARS-CoV-2 Variants, 2021) (Tablas 12, 13 e 14).
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Variantes de interés (VOI). Un aislamiento de SARS-CoV-2 es una variante de interés (VOI) si
tiene cambios fenotipicos en comparaciéon con un aislamiento de referencia o tiene un
genoma con mutaciones que conducen a cambios de aminoacidos asociados con implicancias
fenotipicas establecidas o sospechadas y se ha identificado que causa transmisiéon
comunitaria, multiples casos o clusters de casos de la COVID-19, o se ha detectado en varios
paises, o es evaluado como una VOI por la OMS en consulta con el Grupo de Trabajo de

Evolucion del Virus del SARS-CoV-2. Tabla 12.

Tabla 12. Variantes de interés (VOI), tomado de WHO, 2022

Lambda C.37 GR/452Q.V1 21G Peru, Dec-2020 14-Jun-21
Mu B.1.621 GH 21H Colombia, Jan-2021 30-Aug-21

Variantes de preocupacion (VOC). Una VOI es una variante de preocupacion (VOC) si, a través
de una evaluacidon comparativa, se ha demostrado que estad asociada con un aumento de la
transmisibilidad o cambio perjudicial en la epidemiologia de la COVID-19; a un aumento de la
virulencia o cambio en la presentacién clinica de la enfermedad y a una disminucién de la
eficacia de las medidas sociales y de salud publica o de los diagndsticos, vacunas y terapias

disponibles.

Tabla I3. Variantes de preocupacion (VOC), tomado de WHO, 2022

;;/’i 2212LB 2212'\2' +5:R346K Multiple \2/32'\1': 24-Nov-
Omicron* B.1.1.529 GR/484A 22D' ! " +S:L452X countries, VOC:  26-Nov-
+S:F486V Nov-2021 202]:

* Incluye BA.1, BA.2, BA.3, BA.4, BA.5 y linajes descendientes. También incluye formas
recombinantes circulantes BA.1/BA.2 como XE.

Tabla 14. Variantes de preocupacion previas, tomado de WHO, 2022
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Gamma P.1 GR/501Y.v3  20J (V3)

United VOC: 18-Dec-2020
Alpha B.1.1.7 GRY 201 (V1) Kingdom, Previous VOC: 09-Mar-
Sep-2020 2022

. VOC: 11-Jan-2021
Brazil,

Nov-2020 2022

En Argentina, desde el inicio de la pandemia, el Instituto ANLIS Malbran y el Proyecto PAIS,

realizan la vigilancia gendmica mediante la secuenciacién de muestras respiratorias positivas
de SARS-CoV-2, obtenidas en todo el pais, con el objetivo de reportar la introduccién,
circulacion y el establecimiento de los linajes y las variantes virales en Argentina (Informes
vigilancia gendmica, 2021; Torres Carolina et al., 2021). En el marco de ambos proyectos, el
Laboratorio de Virologia del Instituto Nacional de Epidemiologia Dr. Juan H. Jara ANLIS
participé proporcionando muestras respiratorias positivas de SARS-CoV-2, para colaborar y
poder llegar a una descripcidon epidemiolégica que incluya a todas las regiones del pais
(Larrosa, 2021). En el marco del Proyecto PAIS, como estrategia mds reciente, ademads de
secuenciar el genoma completo, se comenzé con la secuenciacidn de una porcién de la regién
del gen S, que luego se analiza en detalle para evaluar las posiciones marcadoras que definen
a las distintas variantes, y de esta manera poder aumentar el numero de muestras
caracterizadas genéticamente. Se muestra en la Figura 111 la regiéon del gen S que se amplifica
y se secuencia, y los cambios aminoacidicos caracteristicos de las variantes de interés

epidemioldgico.
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Figura 111. Esquema de la regién parcial del gen que codifica para la proteina S que se amplifica
y secuencia, con los cambios aminoacidicos caracteristicos de las variantes de interés vy
preocupacion. Fragmento 29 del protocolo del CDC utilizado para la vigilancia activa de
variantes (codones S_428 a S_750). Tomado de Reporte PAIS n30. Feb 2022. Los cambios
indicados en rojo corresponden a los de mayor impacto potencial sobre |la biologia viral o la
neutralizacion por anticuerpos.

A modo de resumen, durante 2020 y 2021, algunas de las variantes mayoritarias

identificadas en Argentina fueron:

e La Variante D614G: Esta variante fue identificada por primera vez en Argentina en

marzo de 2020 y se convirtid en la variante predominante en el pais.

e Variante Alpha B.1.1.7: También conocida como la variante del Reino Unido, fue
identificada por primera vez en Argentina en enero de 2021. Asociada con un aumento
en la transmisibilidad (transmisidon mds eficiente y rdpida) y con un aumento en el riesgo

de mortalidad en comparacién con otras variantes.

e Variante Gamma P.1: También conocida como la variante de Manaos, Brasil, fue
identificada por primera vez en Argentina en febrero de 2021. Algunas de las
mutaciones de esta variante se asociaron con una mayor tasa de transmision y rapida

propagacidn, respecto de variantes observadas en la primera ola. Resultados
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preliminares sugieren una correlacién entre la infeccion por esta variante y mayor carga
viral. Asimismo, los cambios antigénicos podrian afectar la capacidad de los anticuerpos
producidos por infeccion natural previa o mediada por vacunacién de reconocer y

neutralizar el virus.

Variante Delta B.1.617.2: También conocida como la variante de la India, fue
identificada por primera vez en Argentina en mayo de 2021; se convirtiéo en la

predominante en Argentina en octubre de 2021.

Variante Lambda C37. La variante Lambda fue identificada por primera vez en Peru en
agosto de 2020. Ha sido clasificada como una "variante de interés" por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) debido a su potencial de propagacién y resistencia a las
vacunas. Se ha informado de la presencia de la variante Lambda en varios paises de
América Latina, asi como en Europa y Oceania. Se ha asociado con un aumento de la
transmisibilidad y una mayor resistencia a los anticuerpos neutralizantes en

comparacion con la variante original del SARS-CoV-2.

Variante Omicron B.1.1.529. La variante Omicron fue identificada por primera vez en
Sudafrica en noviembre de 2021. Ha sido clasificada como una "variante de
preocupacion" por la OMS debido a su rapida propagacion y a las mutaciones que
pueden afectar la eficacia de las vacunas y los tratamientos. Ha sido detectada en varios
paises de todo el mundo y ha llevado a la reintroduccion de medidas de salud publica
como el uso de mascarillas y el distanciamiento social. Se asocia a mayor
transmisibilidad y tiene un mayor nimero de mutaciones en la proteina S, lo que podria
reducir la eficacia de los anticuerpos neutralizantes producidos por las vacunas y la

inmunidad natural.

En la Figura 112 se presenta la distribucion de las variantes de SARS-CoV-2 detectadas en

Argentina desde 2020 a inicio de 2022 (https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/

2022-estrategia-ira.pdf). A partir de los reportes generados por ambos proyectos, se logro

describir que, durante la primera ola ocurrida en 2020, en Argentina la variante mayoritaria

fue B.1.499 en todas las regiones del pais analizadas; ademads circularon otras variantes no

reconocidas como VOC o VOI (NO VOC). Luego surgio la aparicion de las nuevas variantes

como Alpha, Lambda y Gamma, que fueron luego reemplazadas por Delta durante la segunda
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ola, y finalmente la aparicion y el reemplazo por Omicron, quien provoco la tercer ola desde
mediados de diciembre de 2021 (Torres Carolina et al., 2021)(Direccién Nacional de

Epidemiologia y del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas INEI-ANLIS).
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Figura 112. Distribucidn de variantes, casos fallecidos y medidas sanitarias implementadas en
Argentina. 2021- 2022. Tomado de Direccion de Epidemiologia del Ministerio de Salud.
(https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/2022-estrategia-ira.pdf).

Es importante destacar que los estudios realizados sugieren que los anticuerpos generados
a través de la vacunacidon reconocen todas estas variantes. Asimismo, que todas las vacunas
son eficaces frente a las hospitalizaciones y muertes causadas por el SARS-CoV-2, tanto frente
a los linajes que han circulado desde los inicios de la pandemia como a las variantes de

preocupacion.

En un analisis descriptivo de las variantes de SARS-CoV-2 en la regién norte de Argentina,
encontraron que los linajes y variantes presentes fueron completamente diferentes, como
puede observarse en la Figuras 113A y B (Zambrana Montaiio et al., 2022). Se observa el linaje
B.1.499 predominando durante 2020 y las variantes B.1.1.33 y Gamma durante 2021. Sin
embargo, en las tres provincias analizadas, la distribucion porcentual de variantes fue muy
diferente en los dos afios estudiados.
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Figura 113. Distribucidn del linaje del SARS-CoV-2 en el noroeste argentino durante la primera
y segunda ola. (A) Graficos circulares que muestran y comparan la proporcién de linajes que
se detectaron en las provincias de Jujuy, Salta y Tucuman durante la primera ola y principios
de la segunda ola en Argentina. (B) Representacién temporal de secuencias de SARS-CoV-2 y
linajes PANGO en provincias del noroeste argentino entre marzo de 2020 y mayo de 2021.
Adaptado de (Zambrana Montano et al., 2022).

Respecto las variantes reportadas en el periodo 2020-2021 a nivel mundial: en América del
Sur las variantes descriptas mas relevantes fueron: Gamma (P.1), Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351)
y P.2. En América Central las variantes Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351) y la Gamma (P.1). En
América del Norte, las variantes Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1) y la variante Delta
(B.1.617.2). En Europa entre las variantes mds comunes incluyeron: Alfa (B.1.1.7), Beta
(B.1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2). En Asia, al igual que en otras partes del mundo, las
variantes incluyen: Delta (B.1.617.2), Gamma (P.1), Lambda (C.37) y Mu (B.1.621). En Oceania,
aunque en general la regidon ha tenido una menor cantidad de casos y variantes en
comparaciéon con otras partes del mundo, algunas de estas variantes incluyen: Delta
(B.1.617.2), detectada en varios paises, incluyendo Australia, Nueva Zelanda y Papua Nueva
Guinea, Alpha (B.1.1.7) y Beta (B.1.351) (Adaptado de:
https://www.javiercolomo.com/coro.htm), (covid data tracker https://covid.cdc.gov/covid-

data-tracker/#datatracker-home), (COVID19 Map https://coronavirus.jhu.edu/map.html).
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1.3.9 Estrategias para la contenciéon de la pandemia por SARS-CoV-2
Desde principios de 2020, la pandemia de SARS-CoV-2 avanzé en todo el mundo, infectando
a la fecha (24 de abril de 2023) un total de 763.740.140 casos confirmados y ocasionando

6.908.554 muertes confirmadas por COVID-19., lo que ha representado una gran amenaza

para la salud humana (https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019)
(coronavirus.jhu.edu). Desde la declaracién de la emergencia internacional el 31 de enero de
2020, los distintos paises han ideado estrategias que les permitieran contener el nimero de
casos para dar un servicio de salud adecuado a todos los que lo requieran, debido a que el
aumento abrupto de casos terminé llevando a los servicios de salud de muchas regiones al
colapso. Se fueron implementando intervenciones no farmacéuticas, desde enfoques
convencionales de cuarentena y aislamiento hasta bloqueos en diferentes escalas, el
requerimiento de utilizar mascarillas o barbijos, el distanciamiento obligatorio, para intentar
contener el brote. Estas medidas fueron de mucha utilidad hasta que comenzé la distribucidn
de vacunas efectivas desarrolladas en tiempo récord, que se fueron aplicando en los paises,
con el objetivo de que los individuos vacunados no presenten enfermedad grave que requiera
internaciéon y de este modo poder atender a los enfermos de mayor gravedad de forma

adecuada y oportuna (R. E. Chen et al., 2021).

En Argentina, al inicio de la pandemia se establecid un plan de preparacién y respuesta
disefiado para el sector sanitario basado en los siguientes puntos: 1-Detectar oportunamente
a las personas que padecen COVID-19 e ingresan al pais; 2- Minimizar la diseminacion de la
enfermedad, la morbilidad y la mortalidad; 3- Asistir en forma adecuada a las personas
enfermas; 4 Monitorear e investigar brotes que puedan ocurrir; 5- Identificar y caracterizar la
naturaleza del virus y la gravedad clinica de la enfermedad; 6- Recomendar estrategias de
manejo especificas de enfermedades respiratorias; 7- Contribuir a la recuperacion rapida y
segura de individuos (Cuidados principales, 2021) (Figura 114). Como se detallé anteriormente,
dos decretos se firmaron para establecer el ASPO en marzo de 2020 y el DISPO en noviembre
de 2020, para establecer medidas de aislamiento en un primer momento, y de
distanciamiento después, hasta poder a fines de 2020 regresar a la normalidad de la vida
prepandemia. Ademas, Argentina inicié una campafia nacional de vacunacién a fines de 2020
con el objetivo de inmunizar al total de la poblacién con al menos una dosis, mediante la

aplicacion a grupos de riesgo en etapas, hasta llegar a vacunar a todos los habitantes del pais.
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localmente

Figura 114. Medidas de cierre (confinamiento) que fueron implementadas durante la
pandemia en Argentina. Cuando los contagios de COVID-19 comenzaron a ser reportados en
todo el mundo, muchos paises respondieron cerrando escuelas, espacios de trabajo vy
fronteras internacionales para contener la propagacion del virus. Tomado de
https://www.reuters.com/graphics/world-coronavirus-tracker-and-maps/es/countries-and-
territories/argentina.

1.3.9.1 Vacunas
Cuando un virus o bacteria ingresa al organismo, éste desarrolla una defensa inmunitaria

innata (no especifica) y una respuesta inmunitaria adaptativa (especifica). La respuesta innata
es la primera linea de defensa del organismo contra las infecciones. Incluye mecanismos como
la piel, las membranas mucosas, las enzimas y las citocinas, que ayudan a eliminar los
patdgenos. La respuesta adaptativa es mas especifica y se desarrolla con el tiempo. Incluye la
produccién de anticuerpos, que se unen a los patdégenos y los neutralizan, y la activacidon de

los linfocitos By T, que son células especializadas en la respuesta inmune.

Las vacunas son una suspension que puede contener microorganismos vivos atenuados,
muertos o inactivados, fracciones de estos o particulas proteicas, polisacaridos o dacidos
nucleicos de los patégenos, vectores virales, que al ser administradas inducen una respuesta

inmune especifica que luego permite inactivar, destruir o evitar que el patdgeno contra la que
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esta dirigida invada y genere una infeccidn previniendo la enfermedad, sobre todo las formas

graves.

Comenzaron en todo el mundo los desarrollos sin precedentes de vacunas de diversos

tipos, para intentar ayudar a la humanidad a contener la

pandemia. Se probaron diversos

formatos y plataformas, basados en la particula viral completa o en componentes, ya sea una

proteina o su genoma (Figura 115).
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Figura 115. Tipos de vacunas para SARS-CoV?2. Adaptado de
https://covid19.trackvaccines.org/types-of-vaccines/

Para el SARS CoV-2, |la proteina S ha sido muy utilizada para la fabricacion de vacunas, dado
qgue es la que le permite adherirse y entrar en las células, al interactuar con el receptor ACE2.
Por lo tanto, los anticuerpos que se generen contra ella serian capaces de neutralizar a los

viriones y de este modo prevenir la infeccion o sus formas clinicas graves.

En Argentina, se propuso la administracién de las vacunas disponibles desde diciembre de
2020, para intentar alcanzar al 100% de la poblacién, en forma gratuita. Las vacunas utilizadas
han sido: 1-La vacuna ChAdOx1-S de origen britanico (Oxford/ AstraZeneca) y la homdloga

Covishield del Serum Institute de India utilizan plataforma de vector viral no replicativo (utiliza
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adenovirus de chimpancé). 2-La vacuna de origen ruso (Sputnik V del Instituto Gamaleya)
utiliza vector viral no replicativo (utiliza 2 adenovirus humanos: 26 y 5). 3- La vacuna de origen
chino, Sinopharm, a virus inactivados. 4-La vacuna de origen estadounidense, Moderna,
utiliza una plataforma de acidos nucleicos: ARNm. 5-La vacuna Convidecia o Ad5-nCoV es una
vacuna recombinante que utiliza vector viral no replicativo de adenovirus tipo 5 que expresa
la glicoproteina S, producida por el laboratorio del Instituto de Biotecnologia de Beijing
(Beijing, China) y CanSino Biologics Inc. 6-La vacuna Comirnaty es una vacuna que utiliza una
plataforma de  4cidos nucleicos: ARNm, producida por  Pfizer-BioNTech

(https://www.argentina.gob.ar/coronavirus/vacuna/preguntas-frecuentes#1).

Si bien la vacunacion contra SARS-CoV-2 no previene completamente la infeccion, en la
mayoria de los reportes de vacunas, la eficacia calculada en los ensayos clinicos con
voluntarios con aplicaciéon de vacuna y placebo, y la efectividad (en la poblacién), contra la
enfermedad grave se mantuvo alta (270 %) hasta 6 meses después de la vacunacion (y en su
mayoria 280 % para las dos vacunas de ARNm). No obstante, a los 6 meses esta descripta una
caida de 9,5 - 10,0 puntos porcentuales, incluso entre las personas mayores (Ghazy et al.,
2022). La evidencia demostrd que después de administrar una dosis de refuerzo aumenta la
eficacia o efectividad de la vacuna en comparacién con las personas que solo recibieron la
serie de vacunas primarias, un apoyo adicional para una posible disminucién de la inmunidad
(Bar-On et al., 2021), motivo por el cual en el pais se decidié administrar a la poblacion una
serie de 3 o mas refuerzos, distanciados por al menos 4 meses. Ademads, una disminucion en
la eficacia o efectividad de la vacuna con el tiempo puede reflejar una menor eficacia o
efectividad contra una nueva variante; disminucion real de la inmunidad provocada por la
pérdida de la proteccidn inmunolégica inducida por la vacuna. Por este motivo, las vacunas se
estdn reformulando para incluir las variantes mas recientes, como Omicron, en su
composicion (Feikin et al., 2022; Hadj Hassine, 2022; Zeng et al., 2022).

1.3.9.2 Antivirales

Otro esfuerzo para intentar contener el impacto de la pandemia fue el ensayo de antivirales
contra SARS-CoV-2, tanto el testeo de antivirales ya existentes como el disefio de farmacos
nuevos. Recientemente se han desarrollado algunos medicamentos para combatir el SARS-
CoV-2 que recibieron autorizacién de uso de emergencia, incluidos los inhibidores de Ia
polimerasa y la proteasa (Molnupavir y Nirmatrilivir respectivamente), andlogos de

nucledtidos para prevenir la replicacidn viral (Remdisivir, AT-527) e inhibidores de proteasas
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para prevenir la formacién de viriones (GC-376 y PBI-04551), entre otros que se estan

probando para determinar su eficacia clinica (Deng et al., 2022).

Otra intervencion terapéutica es el uso de inmunomoduladores, como IFN-a2a/2b, IFN-b1b
y corticosteroides en el tratamiento (Interferon Alfacon-1 Plus Corticosteroids in Severe Acute
Respiratory Syndrome: A Preliminary Study | Critical Care Medicine | JAMA | JAMA Network,
n.d.), (Loutfy et al., 2003), (Peiris et al., 2003) dado que multiples estudios han demostrado la
eficacia de IFN-2a/2b e IFN-b1b solos o en combinacién con medicamentos antivirales (Tabla

I5).

Tabla I5. Antivirales para SARS-CoV-2. Adaptado de (Dal-Ré et al, 2022) vy

(https://espanol.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/your-health/treatments-for-severe-illness.html).

. Objetiv - Mecanismo . .. ..
Farmaco . Quimica L. Comentario Administracion
o Viral de Accion
Reduce las hospitalizaciones y
. Andlogo de . muertes en 30% en pacientes
Molnupuravir RdR e Mutagénesis h . oral
P P Citidina & ambulatorios. Teratogenicidad
Potencial
, Reduce las hospitalizaciones y
nucleo de .
L L. muertes en 89% en pacientes
. . imidazol con Inhibidor de . .
Nirmatrelvir Mpro ambulatorios. Potencialmente oral
dos cadenas Proteasa . .
interactua con el refuerzo de
laterales . .
ritonavir.
infusion intravenosa en
Remdesivir Oral RdR Andlogo de Terminador en desarrollo clinico establecimiento con atencion
(GS-621763) P Adenosina de cadena médica por 3 dias
consecutivos.
Analogo de Terminador L
AT-527 RdRp & . en desarrollo clinico oral
Guanosina de cadena
Molécula Inhibidor de .
GC-376 Mpro o en desarrollo clinico oral
Pequefia proteasa
Molécula Inhibidor de .
PBI-04551 Mpro N en desarrollo clinico oral
Pequefia proteasa

RdRp: RNA polimerasa, Mpro: Proteasa Principal

1.3.9.3 Plasma de convaleciente. Anticuerpos monoclonales. Suero equino hiperinmune.
Plasma Convaleciente. Se obtiene de pacientes que se han recuperado de la infecciéon por

SARS-CoV-2. Aunque el plasma de pacientes convalecientes es dificil de obtener, el
componente activo (anticuerpos neutralizantes) se pueden aislar y posteriormente ser
producidos en gran cantidad usando tecnologia recombinante (Corti & Kearns, 2016). Se ha
demostrado un resultado significativamente mejor, descripto como supervivencia a largo
plazo, tiempo hasta el alta en la Unidad de Cuidados Intensivos y tiempo hasta el alta
hospitalaria, entre los que recibieron una mayor cantidad de anticuerpos neutralizantes en

comparacion con el grupo de control (Korper et al., 2022).
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Anticuerpos Monoclonales. Son anticuerpos producidos en el laboratorio, de un altisimo
costo, que se autorizaron por FDA. REGEN-COV comprende dos monoclonales Casirivimab e
Imdevimab, también Bamlanivimab administrado solo o con Etesevimab, Sotrovimab (Focosi
et al, 2022). Sin embargo, el Panel de Pautas de Tratamiento para la COVID-19 de NIH de EE.
UU, recomendd recientemente no utilizar Bamlanivimab y Etesevimab (administrados
conjuntamente) ni REGEN-COV (Casirivimab e Imdevimab) debido a la marcada reduccién de

actividad contra la variante Omicron (Commissioner, 2022; Vita et al., 2022).

Suero Equino Hiperinmune. Es una inmunoterapia basada en anticuerpos policlonales
equinos con gran capacidad neutralizante anti-SARS-CoV-2. Se obtienen utilizando como
antigeno una proteina recombinante del virus, la cual se produce mediante técnicas de
biotecnologia. El medicamento se logra a partir del procesamiento de los anticuerpos,
generando fragmentos con alta pureza y buen perfil de seguridad. Los anticuerpos policlonales
tienen la ventaja que reconocen y unen en varias regiones a la molécula clave del virus,
bloqueando los sitios de interaccién con sus receptores. Como ventaja adicional, pueden
producirse rapidamente a gran escala. La inmunoglobulina F(ab’)2 equina anti-SARS-CoV-2
usando un antigeno viral de SARS-CoV-2 recientemente desarrollado que fue purificado e
inactivado por radiacion. Los ensayos preclinicos y basados en células mostraron que la
inmunoglobulina F(ab’)2 neutraliza con éxito el virus, es segura en modelos animales y reduce
la gravedad de la enfermedad en un modelo de hamster de infeccion y enfermedad por SARS-
CoV-2 (Botosso et al., 2022). El 22 de diciembre de 2020, la ANMAT aprobé el uso del suero
equino hiperinmune anti-SARS-CoV-2 para el tratamiento de pacientes adultos con COVID-19
moderada a severa. Se evidencio beneficio clinico considerable, la disminucién de la necesidad

de internacidn en terapia intensiva y de asistencia respiratoria mecanica.
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1.4 Genéticay evolucion viral

Los virus presentan variaciones genéticas que les dan caracteristicas especificas, y pueden
estudiarse utilizando estrategias de amplificacion por PCR seguida de secuenciacion para
obtener la secuencia gendmica y luego emplear herramientas bioinformaticas que permitan
su analisis. Los genetistas moleculares le asignan el nombre de wild type (salvaje) a los virus
cultivados en laboratorio, del que se obtienen virus mutantes que se comparan con el wild
type. Los aislados del hospedero natural se denominan aislamiento de campo. Cuando se
habla de cepa es designar distintos tipos de wild type y mutantes caracterizados del mismo
virus. Serotipo o tipo neutralizacion cruzada de la infectividad (un mismo tipo puede incluir

varias cepas. Variante es un virus genotipicamente diferente del wild type (Carballal, 2015).

Los virus ADN y ARN difieren no sélo en el tipo de genoma que poseen sino también en el
mecanismo mediante el cual replican su genoma. Los virus ADN poseen genomas mas largos
y una gran precisiéon del proceso de replicacion debido a la seleccién de nucleédtidos y
capacidad de “proofreading” o reparacion de errores que les permite prevenir mutaciones o
cambios permanentes en las secuencias; mientras que los virus ARN poseen genomas mas
pequeiios debido a la replicacién propensa a errores (“error-prone replication”) que poseen y
a carecer de sistemas de “proofreading” (Carballal, 2015). Cabe aclarar que las mutaciones

ocurren de manera aleatoria en los genomas.

El SARS-CoV-2, a pesar de ser un virus ARN, para mantener la integridad del genoma de mas
de 30000 bases cuenta con un mecanismo de “proofreading”, que le permite remover
nucledtidos incorrectos o corregir el apareamiento incorrecto de bases (L. Lin et al., 2022). Por
este motivo, SARS-CoV-2 y los otros HCoV que poseen la funcién de “proofreading”, mutan
con menor frecuencia otros virus ARN (T. Lin & Sundby, 2023). Este mecanismo estd
compuesto por la proteina nsp14 y nsp10. El SARS-CoV-2 tiene una tasa de mutacién mas baja
gue otros virus de ARN, pero ya se han identificado aproximadamente 12,800 mutaciones en

todo el mundo (Callaway, 2022).

A pesar de contener el mecanismo de “proofreading” las mutaciones pueden producirse.
El primer paso de la infeccidon esta mediado por la unién de S al receptor ACE2. La seleccion
positiva de mutaciones en esta proteina permitié que nuevas variantes de SARS-CoV-2 con
mayor “fitness” se fijen, lo que llevd a observar el aumento de infectividad para algunas de
ellas. Durante el primer afo de la pandemia COVID-19, el virus mostrd una tasa de mutacién

ligeramente mas alta que el SARS-CoV, el MERS-CoV o el HCoV-OC43, pero no parece haber
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sufrido cambios mutacionales significativos durante el primer afio de su propagacion en la
poblacién humana (Markov et al., 2023; Pagani et al., 2023). El gen S tiene una tasa de
mutacion al menos cuatro o cinco veces mayor que el resto del genoma, y por ello, las
diferentes variantes pueden ser capaces de aumentar la replicacion, transmisibilidad e incluso
provocar un escape inmunitario (Amicone et al., 2022), (J. Wang et al., 2021), (C. Wang et al.,
2020); estos cambios nucleotidicos también alteran el patrén de glicosilacion, favoreciendo el
escape inmunitario (Watanabe et al., 2020), (Brun et al., 2021). Otro mecanismo que
caracteriza a los HCoV es que tienen una alta tasa de recombinacion intratipica y con menor

frecuencia la recombinacién homéloga intertipica (Amoutzias et al., 2022).

1.4.1 Herramientas para el estudio de la epidemiologia molecular

1.4.1.1. Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS)

Mediante la secuenciacion del genoma completo por técnicas de secuenciacion masiva se
obtiene una secuencia del genoma completo viral a partir de fragmentos cortos de ADN, que
varian en tamafio segln las plataformas utilizadas, entre 150 y 400 pares de bases. Se
adicionan adaptadores a ambos extremos de cada uno de los millones de fragmentos de ADN
a secuenciar (conocidos con el nombre de inserto) y se afaden etiquetas (secuencias
establecidas de ADN para diferenciar cada muestra, llamados habitualmente cddigos de barra
de la muestra (del inglés sample barcodes). Por esto, en un mismo ensayo se pueden combinar
multiples muestras para secuenciar sin riesgo de entrecruzamiento entre las mismas (Yohe &
Thyagarajan, 2017), (Rehm et al., 2013). La obtencién de fragmentos flanqueados por
adaptadores con secuencias especificas permite que sea posible realizar millones de

reacciones a la vez para obtener la secuencia.

El procesamiento de datos comienza con la sefial cruda obtenida por el secuenciador y
finaliza con la interpretacion de los resultados haciendo el ensamblado de los genomas y la

identificacion de las variantes (Figura 116).

1.4.1.2. Secuenciacion de SANGER

Este tipo de estrategia se utiliza para obtener secuencias de regiones gendmicas de hasta
unos 1000 pb, y en particular para SARS-CoV-2, es la estrategia que se usa para secuenciar una
region parcial de la regién que codifica para la proteina S (Fragmento 29 del protocolo

recomendado por CDC para secuenciacién de genoma completo).
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Esta estrategia se basa en sintetizar, de forma secuencial, una hebra de ADN
complementaria a una hebra de cadena simple (que se utiliza como molde), en presencia de
ADN polimerasa, los cuatro 2’-deoxinucledtidos que componen la secuencia del ADN (dATP,
dGTP, dCTP y dTTP) y cuatro dideoxinucledtidos (ddATP, ddGTP, ddCTP y ddTTP). Estos ultimos
nucledtidos “especiales” o nucledtidos de parada, estan disefiados para que carezcan del
grupo 3’-OH, que permite la adicién del nucleétido consecutivo, de forma que cuando uno de
ellos es incorporado por la polimerasa se interrumpe la sintesis de la nueva hebra. Esto lleva
a que se obtengan fragmentos secuenciados de diferente tamafo, segin dénde se incorporen

los dideoxinucleétidos. De este modo, y tras una simple electroforesis, se dilucida la secuencia.
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Figura 116. Flujo de procedimientos para obtener las secuencias de genomas completos de
SARS-CoV-2 por secuenciacion masiva. Adaptado de (Doddapaneni et al., 2020).
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1.4.1.3. Filogenia

Los andlisis de filogenia reconstruyen la historia evolutiva de un gen o una especie,
mediante la generacion de arboles, a partir de secuencias de nucledtidos o aminoacidos, y asi
permiten conocer las relaciones evolutivas, donde los nodos internos del arbol representan a
las secuencias de los ancestros, que se dividen en ramas y a su vez se conectan con los nodos
externos del arbol, que representan a los descendientes o secuencias de estudio (Nei &

Takezaki, n.d.).

El andlisis de filogenia comienza con el alineamiento de las secuencias, en este caso del
estudio de SARS-CoV-2, de genoma completo o de la regidn parcial del gen S, para establecer
la homologia posicional (que los caracteres que se encuentren en una misma columna
representen un sitio génico o locus que evoluciond a partir de un estado ancestral) (Phillips et
al., 2006). Luego, el alineamiento es utilizado para la reconstruccion filogenética, empleando
algun método basado en distancias o en caracteres de las secuencias. El arbol generado es
posteriormente sometido a ensayos estadisticos que permiten evaluar el soporte de las ramas

y conocer las regiones confiables del arbol obtenido (Wrdbel, 2008).

El método de maxima verosimilitud utiliza un criterio de optimalidad, intenta encontrar un
arbol con determinada topologia y longitudes de ramas (medidas en sustituciones por sitio),
teniendo en cuenta un modelo de evolucién y sus parametros, que maximiza la probabilidad
de generar el alineamiento que se esta evaluando (Felsenstein, 1981). Realiza busquedas
heuristicas, realizando rearreglos hasta obtener el arbol mas verosimil o de mayor
“likelihood”. Para su cdlculo se consideran las probabilidades de cambio de todos los sitios del
alineamiento para todas las ramas del arbol y las posibles asignaciones ancestrales a los nodos
internos. Este valor, que representa la probabilidad de los datos, es un nimero muy pequefio
y suele expresarse como logaritmo. Utilizando una prueba de hipdtesis conocida como
cociente de verosimilitudes (“likelihood ratio test”) se pueden comparar distintos arboles, con
variantes en el modelo evolutivo, y asi seleccionar el mas adecuado para las secuencias de
estudio (Posada, 2009). Esta metodologia suele generar como resultado un unico arbol y
permite contrastar hipotesis ya que utiliza un criterio de optimalidad, con la desventaja de ser
muy lento y computacionalmente demandante, dado que optimiza la longitud de las ramas
por cada rearreglo. Ademas, si el modelo evolutivo utilizado es incorrecto, posiblemente el

arbol obtenido también sea incorrecto.
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Para estudiar la epidemiologia molecular de SARS-CoV-2 en la Regidn Sanitaria VIl de la
Provincia de Buenos Aires, durante los dos primeros afios de pandemia, se utilizara la

secuenciacion viral seguida por el analisis de filogenia por maxima verosimilitud.
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2. Hipotesis y Objetivos

2.1 Hipdtesis de trabajo
La vigilancia epidemiolégica activa de muestras respiratorias obtenidas en la Regién Sanitaria
VIII permitird establecer los modelos de circulacion viral, describir los linajes virales
circulantes, y evaluar la presencia de variantes de interés (VOI) y de variantes de preocupacion
(VOC), o la aparicién de nuevos linajes o variantes en la zona del Sudeste de la Provincia de

Buenos Aires, Argentina.

2.2 Objetivos generales
Describir la variabilidad genética de SARS-CoV-2, incluyendo las variantes de interés (VOI) y
variantes de preocupaciéon (VOC), en la Regidon Sanitaria VIl que incluye a la localidad de Mar
del Plata y zonas aledanas de la Provincia de Buenos Aires, durante un periodo de tiempo

comprendido desde el inicio de la pandemia en 2020 hasta diciembre de 2021.

2.3 Objetivos especificos
1) Identificar las muestras respiratorias positivas para SARS-CoV-2 provenientes de pacientes
con sospecha de COVID-19 o infeccidn respiratoria aguda, de la Regidon Sanitaria VIII de la
Provincia de Buenos Aires, mediante amplificacion por RT-qPCR, y obtener secuencias de
fragmentos gendmicos (regiéon de la espicula o “S”) o de genoma viral completo, por

secuenciacion.

2) Identificar los linajes y las variantes virales de SARS-CoV-2, por andlisis de filogenia de las

secuencias obtenidas.
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3. Materiales y métodos

3.1 Disefioy poblacién de estudio

Se realizé un estudio descriptivo, a partir de una seleccién de muestras respiratorias de
virus SARS-CoV-2 obtenidas de pacientes con sospecha de COVID-19 o infeccién respiratoria
aguda (IRA), que concurrieron a consulta médica de forma ambulatoria o requirieron
internacién en Hospitales de la Ciudad de Mar del Plata o zonas aledafias de la Regién Sanitaria
VIII que comprende los municipios de: General Lavalle, Maipu, Partido de La Costa, Pinamar,
Villa Gesell, General Madariaga, General Guido, Ayacucho, Tandil, Balcarce, Mar Chiquita,
General Pueyrredon, General Alvarado, Loberia, Necochea, San Cayetano. Las muestras
respiratorias obtenidas en los centros médicos u Hospitales fueron remitidas al Laboratorio
de Virologia del Instituto Nacional de Epidemiologia Dr. Juan H. Jara -ANLIS para el diagndstico
virolégico de SARS-CoV-2 por RT-gPCR. El periodo de estudio estd comprendido entre marzo

de 2020 a diciembre de 2021.

El protocolo de este estudio recibié la aprobacién del Comité de Etica del Instituto Nacional

de Epidemiologia Dr. Juan H. Jara -ANLIS. Ver ANEXO | (Cédigo: CIMMINO 04/2021).

3.2 Criterios de inclusion y exclusion

3.2.1 Criterios de inclusién

Muestras respiratorias de nifios/as o de adultos, con o sin patologias de base, ambulatorios
o internados con IRA compatible con COVID-19, definido como la presencia de signos vy
sintomas tales como fiebre (37,5°C o mas) y/o tos y/u odinofagia y/o dificultad respiratoria
y/o cefalea y/o mialgias y/o diarrea/vémitos y/o rinitis/congestidn nasal, sin otra etiologia que
expliqgue completamente la presentacion clinica. Pérdida repentina del olfato o del gusto, en
ausencia de cualquier otra causa identificada. Los datos demograficos y clinicos de los

pacientes se encuentran en el Sistema SISA.

3.2.2 Criterios de exclusién

No hay criterios de exclusion al estudio.
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3.3 Diagnodstico de SARS-CoV-2

3.3.1 Muestras respiratorias

Las muestras respiratorias se colectaron en distintos centros de atencion de salud y
Hospitales de la Regidn Sanitaria VIII, y se recibieron en el Laboratorio de Virologia del Instituto
Nacional de Epidemiologia, Dr. J. H. Jara-ANLIS. Las mismas fueron obtenidas por personal de
salud debidamente entrenado siguiendo las instrucciones de bioseguridad, que incluye el uso
del equipo de bioseguridad apropiado para la toma de muestras de virus respiratorios (CDC,
2020). Las muestras respiratorias obtenidas eran hisopados nasofaringeos, aspirados
nasofaringeos, aspirados traqueales o lavados bronco-alveolares, segun criterio médico. Estas
muestras se conservaron en heladera (4-82C) hasta su envio al Laboratorio, y fueron

procesadas dentro de los 24-72 horas de su coleccidn.

3.3.2  Extraccién de material genético viral

De las muestras de secreciones respiratorias se tomaron 200 ul y se realizé la extraccidn
del ARN viral mediante columnas de extraccion de forma manual (AccuPrep® Universal RNA
Extraction Kit) o automatizada (Tiangen S32 Magnetic Viral DNA/RNA KIT), dependiendo de
los reactivos y el equipamiento disponible. El procedimiento se realizd siguiendo las
recomendaciones del fabricante. El material genético viral se eluydé en 70-50 ul y se alicuoté
en un tubo eppendorf que se conservd hasta su utilizacion en UltraFreezers -80°C, con control

de acceso y biocustodia.

3.3.3 RT-PCR para deteccion de virus SARS-CoV-2

Para la deteccién del virus SARS-CoV-2 se utilizé el kit comercial gScript XLT 1-Step RT-qPCR
ThoughtMix (QuantaBio, CN 95132), que se basa en el protocolo de RT-qPCR recomendado
por la OMS (V. Corman et al., n.d.; V. M. Corman et al., 2020a) que amplifica una region del
gen E (envoltura) y del gen RdRp (RNA polimerasa viral RNA dependiente) y realiza la deteccion

con uso de sondas fluorescentes en un termociclador BioRad cfx96.

Brevemente, el protocolo del kit comercial gScript XLT 1-Step RT-gPCR ThoughtMix consiste
en una mezcla de reaccion que contiene: 2X Master Mix concentrado de un solo paso que
contiene: Tampdén de reaccién con concentraciones optimizadas de MgCl2 de grado
molecular, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, transcriptasa inversa qScript XLT, Proteina inhibidora de
RNasa, ADN polimerasa AccuStart Il Taq, Tinte de carga de placas AccuVue™ inerte,
estabilizadores de enzimas y aditivos que mejoran el rendimiento. El protocolo se realizé en

un volumen de 20 ul de reaccion. Se usan 10 ul de la mezcla de reaccion (2X Master Mix) se
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agregan 0.8 ul de solucién de cebadores Forward con concentracién 10 uM y 0.8 ul de
cebadores Reverse 10 uM y 0.4 ul de Sonda Fluorescente (FAM) con concentracion 10 uM, 3

uL agua bidestilada estéril y 5 uL de ARN viral extraido de las muestras respiratorias.

Las condiciones de ciclado utilizadas en el termociclador fueron: 50 °C por 15 minutos
(sintesis de cDNA), 95 °C por 2 minutos (desnaturalizacion anticuerpo anti-Taq Polimerasa),
95 °C por 10 segundos (apertura de la doble cadena), 60 °C por 30 segundos (hibridacion de
los cebadores con la secuencia blanco y extension de cadena), repeticion de 60°C a 95 °C por
45 ciclos. La visualizacién de las curvas de los productos amplificados en tiempo real permite
el registro de un valor de Ct para aquellas positivas para SARS-CoV-2, que correlaciona con la
cantidad de virus presente en la muestra: menor valor de Ct indica mayor cantidad de virus
presente. El valor de validacion de Ct establecido por el Laboratorio Nacional de Referencia
Malbran-ANLIS fue considerar como positivas para SARS-CoV-2 aquellas muestras con un Ct

menor a 37.

3.4 Secuenciacion y procesamiento bioinformatico de secuencias de SARS-CoV-2

3.4.1 Seleccién de muestras para obtencién de genomas por secuenciacion

Para realizar el estudio de la vigilancia epidemiolégica molecular de SARS-CoV-2 en la
Region Sanitaria VIII, el INE J. H. Jara-ANLIS participé en el Proyecto Argentino
Interinstitucional de gendmica de SARS-CoV-2 — PAIS (Dra. Mariana Viegas del Hospital
Gutiérrez), y de la vigilancia gendmica realizada por el Laboratorio de Virosis Respiratorias,
(Dras. Elsa Baumeister y Andrea Pontoriero) y el Servicio de Secuenciaciéon y Gendémica (Dra.
Josefina Campos), del Instituto Malbran-ANLIS, ambos en Ciudad Auténoma de Buenos Aires,

Argentina.

Para llevar a cabo la vigilancia epidemioldgica molecular en nuestra Regidn Sanitaria VIl se
seleccionaron muestras positivas para SARS-CoV-2 representativas la region y del periodo de
estudio comprendido entre marzo de 2020 a diciembre de 2021, cuyos valores de Ct hayan
sido menores a 30 en la RT-qPCR utilizada para el diagnéstico de SARS-CoV-2. Las muestras
enviadas a secuenciar no corresponden a un conglomerado de casos, sino que provienen de
casos no relacionados o bien de relacidon desconocida, y representan diferentes grupos de
edad, sexo, criterios de gravedad (internados, ambulatorios), vacunados o no vacunados,

viajeros.
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Todos los casos estudiados por secuenciacion gendmica de SARS-CoV-2 fueron notificados
con modalidad nominal al evento “Vigilancia gendmica de SARS-CoV-2" del Sistema Nacional

de Vigilancia SNVS consignando la identificacidn de linaje y/o mutaciones de interés halladas.

3.4.2 Secuenciacion de SARS-CoV-2

El procedimiento de la secuenciacion de los genomas virales se llevd a cabo en el Hospital
Gutiérrez, en el marco del Proyecto PAIS, y en el Instituto Malbran-ANLIS. Ambos Institutos
cuentan con la infraestructura, equipamiento, reactivos y personal necesario para llevar a
cabo la tarea. Las secuencias de esta tesis se realizaron con los Subsidios otorgados a la Dra.
Mariana Viegas, quien recibié el subsidio FONARSEC IP COVID-19 N° 247, y la Dra. Elsa
Baumeister con el Subsidio MinCyt N°13 IP COVID-19 N° 786.

La secuenciacién del genoma completo de SARS-CoV-2 se realizd siguiendo el protocolo

recomendado por la OMS y el CDC (https://artic.network/ncov-2019), (Lambisia et al., 2022).

Este protocolo se siguié durante todo el primer afio de la pandemia y continué también
durante el segundo ano. Sin embargo, durante el desarrollo del segundo afio de la pandemia,
debido al gran nUmero de muestras para secuenciar y a la disponibilidad de equipamiento,
recursos econdmicos y humanos, en el Proyecto PAIS se comenzd a utilizar la estrategia de
secuenciar el fragmento 29 del par de primers/cebadores recomendados por el CDC: codones
S 428 aS_750 del gen S para identificar mutaciones marcadoras e identificar variantes virales

circulantes, en lugar de secuenciar todo el genoma completo.

3.4.3 Visualizacién y edicidén de secuencias gendmicas de SARS-CoV-2

Las secuencias de nucledtidos de SARS-CoV-2 obtenidas por ambos proyectos se
visualizaron y editaron manualmente utilizando el programa BioEdit (Hall, 1999). Como
secuencias de referencia utilizamos secuencias de genomas de SARS-CoV-2 descargadas de la
Base de Datos GISAID (www.gisaid.org). El alineamiento de las secuencias de SARS-CoV-2 se

realizé con el programa MAFFT (Katoh et al., 2019).

3.4.4 Clasificacidén de secuencias gendmicas de SARS-CoV-2

Para la determinar a qué linaje pertenece cada una de las secuencias de genomas
completos de SARS-CoV-2 obtenidas se utilizaron los programas on-line Pangolin (https://cov-
lineages.org/) y Covidex (http://covidex.unlu.edu.ar/). Para clasificar las secuencias de la

region parcial de S, se visualizaron las posiciones nucleotidicas marcadoras de cada linaje en

cada secuencia, comparandolas junto a secuencias de referencia en un alineamiento.
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3.4.,5 Analisis de filogenia de SARS-CoV-2

Para la construccion del alineamiento con nuestras secuencias se utilizaron secuencias de
referencia descargadas de GISAID, de diferentes linajes de SARS-CoV-2 incluyendo aquellos
estimados por Pangolin y Covidex para nuestras secuencias de estudio. Para realizar el analisis
de filogenia y poder enraizar el arbol, se utilizaron secuencias de referencia que incluyeron la

cepa original de Wuhan y otras secuencias relacionadas.

Para el andlisis de filogenia se utilizé el método de maxima verosimilitud empleando el
programa IQTree (Guindon et al., 2010; Kozlov et al., 2019; Minh et al., n.d.; L.-T. Nguyen et
al., 2015; Stamatakis, 2014). Para estimar el modelo evolutivo necesario para realizar el
analisis por maxima verosimilitud, se utilizé el programa JModelTest (Darriba et al., 2012). El
soporte estadistico de los agrupamientos se evalué por medio de remuestreo o bootstraping

(1000 pseudoréplicas).

3.5 Analisis de datos clinico-epidemioldgicos

3.5.1 Registro de variables y obtencion de datos

Para las muestras respiratorias de los pacientes con diagndstico positivo para SARS-CoV-2
con datos demograficos (edad: en afios; sexo: femenino/masculino; presencia de patologia de
base: si [cudl]/no; embarazo: si/no) y/o clinicos (fecha de inicio de sintomas: dd/mm/aaaa;
historial de fiebre: si/no; astenia: si/no; malestar general: si/no; nauseas: si/no, taquipnea:
si/no; tos: si/no; apnea si/no; bronquitis: si/no; laringotraqueitis: si/no; neumonia: si/no;
perdida repentina de gusto: si/no; perdida repentina de olfato: si/no; internacion: si [cuantos
dias]/no; requerimiento de internacidn en terapia intensiva: si [cuantos dias]/no; evolucién
de la infeccién: recuperado, recuperado con secuelas, 6bito) disponibles contenidos en fichas

epidemioldgicas del sistema SISA.

Se procedié a la descarga de datos demograficos y clinicos completos en las fichas y

disponibles en SISA del sitio https://sisa.msal.gov.ar/sisa/, y los mismos se registraron

anonimizados en una planilla de MS Excel. Las tablas obtenidas desde SISA se ensamblaron
con los datos internos del laboratorio que contienen los resultados del diagndstico de SARS-
CoV-2 vy la tipificacion viral en una planilla de MS Excel. Los sintomas y diagndsticos clinicos
registrados fueron considerados como figuran en la ficha epidemiolégica disponible y fueron
definidos por los médicos tratantes al momento de la evaluacion clinica del paciente, de
acuerdo con las definiciones de cada Centro hospitalario participante. Todas las variables

fueron definidas de manera dicotémica como presencia o ausencia de la caracteristica (si 6
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no), con la excepcidon de aquellas variables continuas como edad (meses en menores de 1 afio,

o afos) y dias de internacién (dias).

3.5.2  Analisis de datos

Todos los datos se analizaron en MS Excel, y las estadisticas se calcularon con el programa
Epidat V4.2 (Conselleria de Sanidade, Xunta de Galicia, Espafia; Organizacion Panamericana
de la Salud (OPS-OMS); Universidad CES, Colombia) y con el programa STATA 12 (Statacorp,
College Station, TX, USA).

Se calcularon estadisticas descriptivas para las variables demograficas y clinicas completas
y disponibles en SISA: para las variables continuas se calcularon medianas y sus
correspondientes primer y tercer cuartil; para las variables categdricas se calcularon
frecuencias absolutas, proporciones y sus intervalos de confianza 95% (IC95%). Las
asociaciones entre variables fueron realizadas mediante el ensayo X2 o la prueba exacta de
Fisher. Las frecuencias virales se expresaron como proporcion, y se incluyé el 1C95%, para
indicar la inferencia en la poblacién tedrica que posee iguales caracteristicas que la muestra.
Los intervalos de confianza de las frecuencias se calcularon por el método de Wilson. La
amplitud del intervalo permite tener una medida de la precision de la estimacién de la

frecuencia obtenida. En todos los casos se tomé nivel de significancia 5% (a=0,05).

La recoleccion de datos, procesamiento de muestras (hisopados nasofaringeos), extraccion
de ARN viral, preparacion de reactivos, reacciones y puesta a punto de RT-qPCR en tiempo
real, andlisis de datos e informes fueron llevados adelante por personal del Laboratorio del
INE-J. H. Jara en los que el maestrando intervino directamente. Las muestras respiratorias
SARS-CoV-2 detectables se seleccionaron, colectaron y enviaron a secuenciar a las Plataforma
de Gendmicas del Instituto Carlos Malbran-ANLIS y del Proyecto PAIS en colaboracién entre el
maestrando y los responsables de ambas plataformas. La edicién de las secuencias virales,
asignacion de linajes y los andlisis filogenéticos, junto a los andlisis clinico- epidemioldgicos se
llevaron adelante por el maestrando y el equipo de investigacion con la supervision de los
directores de esta tesis, Dr. Uez y Dra. Marcone, y la colaboracion del Dr. Campos y Dr. Culasso

de la catedra de Virologia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica (UBA).
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4. Resultados

4.1 Epidemiologia de SARS-CoV-2 en la Regién Sanitaria VIII, Prov. De Buenos Aires.

Desde marzo de 2020, mes en el cual comenzaron los primeros casos sospechosos de SARS-
CoV-2 en nuestra region, al 31 de diciembre de 2021, se recibieron en el Laboratorio de
Virologia del INE-J. H. Jara—ANLIS de la Ciudad de Mar del Plata, 120421 muestras respiratorias
(hisopados /aspirados nasofaringeos) provenientes de Hospitales de los municipios que

conforman la Region Sanitaria VIl de la Provincia de Buenos Aires, Argentina.

La frecuencia de positividad de SARS-CoV-2 por RT-qPCR en nuestra regién, durante el
periodo de estudio de dos afios fue de 34.7%, significativamente mayor durante 2020 que
durante 2021: en 2020, de un total de 60401 muestras respiratorias estudiadas, 22603
(37.42%) se confirmaron positivas para SARS-CoV-2 (Tabla R1 y Figura R1); mientras que, de
enero a diciembre 2021, de las 60020 muestras respiratorias recibidas, 19148 (31.90%) se
confirmaron positivas para SARS-CoV-2 (p<0,001).

Tabla R1. NUumero de muestras respiratorias analizadas en el INE-J. H. Jara —ANLIS durante el
periodo marzo 2020 a diciembre 2021.

SARS-CoV-2
Total t
ota myes ras Detectable No detectable
estudiadas
n (%) n (%)

2020 60401 22603 (37.4%) 37798 (62.6%)

2021 60020 19148 (31.9%) 40872 (68.1%)

Total 120421 41751 (34.7%) 78670 (65.3%)

Frecuencia de SARS-CoV-2 en RS VIII, Frecuencia de SARS-CoV-2 en RS VIII,
2020 2021

Detectable
32%

Detectable
37%

No
detectable
63%

No
detectable
68%

Figura R1. Frecuencia de SARS-CoV-2 en la Region Sanitaria VIII, 2020-2021.
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Los 16 municipios que conforman la Regidn Sanitaria VIl tienen distintas particularidades
respecto a las actividades que se desarrollan en ella, como ser la actividad agroindustrial y el
turismo. Podemos reconocer una region costera con playas, que abarca los municipios de la
Costa, Pinamar, Villa Gesell, Mar Chiquita, General Pueyrredén (Mar del Plata y Batan),
Miramar, Necochea; una regidn serrana turistica en las sierras de Balcarce y Tandil; la actividad
agroindustrial se desarrolla en los municipios de Balcarce, General Lavalle, Maipu, General
Madariaga, General Guido, General Pueyrreddn, Ayacucho, Tandil, Balcarce, Loberia,

Necochea, San Cayetano.

Por este motivo y por la dindmica de transmisién del SARS-CoV-2 asociada a los viajeros,
diferenciamos las muestras respiratorias que provenian de habitantes de la Regidn Sanitaria
VIII (residentes) de aquellas provenientes de personas en transito (viajeros), a partir de la
informacién disponible en SISA. En 2020, de las 60401 muestras estudiadas, 48922 (81.00%)
provenian de residentes de nuestra region; mientras que, en 2021, de las 60020 muestras

estudiadas, 42989 (71.47%) eran de residentes de nuestra regiéon (Figura R2 y Tabla R2).

Muestras respiratorias de acuerdo a Muestras respiratorias de acuerdo a
procedencia, 2020 procedencia, 2021
Viajeros .
Viajeros

19%

29%

Residentes

Residentes 71%

81%

Figura R2. Muestras respiratorias estudiadas para SARS-CoV-2 por RT-qPCR, de acuerdo con
la procedencia del caso sospechoso: residente de la Regidn Sanitaria VIl o viajeros, 2020-2021.
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Tabla R2. Deteccion de SARS-CoV-2 por RT-gPCR, de acuerdo con la procedencia de los casos
sospechosos: personas residentes de la Regidon Sanitaria VIII o viajeros; marzo 2020 a
diciembre 2021.

Residentes Region Sanitaria VI Viajeros p
SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
Total Detectable No detectable Total Detectable No detectable
n (%) n (%) n (%) n (%)
2020 (n=60401) 48922 17816 (36,4%) 31106 (63,6%) 11479 4787 (41,7%) 6692 (58,3%) <0,001
2021 (n=60020) 42898 14346 (33,4%) 28552 (66,6%) 17122 4802 (28,0%) 12320(72,0%) <0,001
Total (n=120421) 91820 32162 (35,0%) 59658 (65,0%) 28601 9589 (33,5%) 19012 (66,5%) <0,001

Durante ambos anos de estudio, la mayoria de las muestras estudiadas eran de residentes
en nuestra region, y la mediana de positividad para SARS-CoV-2 fue 35%. Durante 2020
detectamos en los viajeros una mayor frecuencia de positividad para SARS-CoV-2 (42%),
significativamente superior a la frecuencia observada tanto en los residentes como incluso en
los viajeros durante 2021 (28%). Dentro del grupo de residentes, el mayor nimero de casos
sospechosos estudiados en nuestro laboratorio fueron procedentes de la ciudad de Mar del

Plata.

Posteriormente realizamos el andlisis de frecuencia de SARS-CoV-2 de acuerdo con los
grupos etarios (Figuras R3 y R4). El rango de edades de los casos sospechosos estudiados
comprendié desde neonatos (menores de un mes) hasta mayores de 65 afios, siendo la
maxima edad un paciente de 106 afios. La mayoria de las muestras estudiadas fueron de
adultos mayores de 19 afios. Durante ambos afios, observamos que el rango etario con mayor
nimero de muestras estudiadas y con resultado de SARS-CoV-2 detectable fue de 45 a 65
anos. Lamentablemente, para un nimero importante de muestras fue imposible obtener el
dato preciso de la edad del paciente, lo que se observa en los graficos bajo la categoria de

edad sin especificar.
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Distribucion etaria y diagndstico de SARS-CoV-2 de los pacientes estudiados en la RS VIII, en 2020

14000
12000 "
10000 " 625
5902
8000
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4000 S0 =
2303 8870
2000 2853
1159
o =m = A PN PR =7
<1 1-2 2-4 5-9 10-14 15-19 20-24 25-34 35-44 45 - 65 >6 Sin
especificar
W DETECTABLE B NO DETECTABLE Edad (afios)

Figura R3. Casos estudiados y confirmados por RT-qPCR para SARS-CoV-2 segun rango etario,
en la Regidn Sanitaria VIII durante 2020.

Distribucidn etaria y diagndstico de SARS-CoV-2 de los pacientes estudiados en la RS VIII, en 2021
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Figura R4. Casos estudiados y confirmados por RT-qPCR para SARS-CoV-2 segln rango etario,
en la Regidén Sanitaria VIIl durante 2021.

Luego, realizamos el analisis de la frecuencia de SARS-CoV-2 de acuerdo con el sexo de los
pacientes para los dos anos estudiados. Durante 2020 y 2021, el 59% de las muestras
estudiadas fueron de pacientes femeninas. Sin embargo, si bien se analizaron mas muestras
de personas de sexo femenino, la proporciéon de muestras detectables para SARS-CoV-2 fue
mayor en los pacientes de sexo masculino que en las pacientes femeninas: en 2020

detectamos 38% (IC95%: 37,8-39,1%) de positividad en hombres versus 35% (IC95%: 34,4-
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35,5%) en mujeres (p<0,001), mientras que en 2021 detectamos 35% (IC95%: 34,2-35,5%) de
positividad en hombres versus 32% (1C95%: 31,5-32,7%) en mujeres (p< 0,001) (Figura R5).

2020

Femenino Femenino

Masculino Masculino

m DETECTABLE = DETECTABLE
= NO DETECTABLE = NO DETECTABLE

Figura R5. Frecuencia de positividad de SARS-CoV-2 por sexo, en la Regién Sanitaria VIII, 2020
y 2021.

Finalmente, realizamos el analisis de la frecuencia de SARS-CoV-2 de acuerdo con las SE de
ambos afios (Figura R6). Durante el periodo comprendido entre marzo a diciembre 2020, en
la Regidn Sanitaria VIl detectamos los primeros casos de SARS-CoV-2 en la SE 11 de 2020. Los
casos sospechosos y positivos comenzaron a aumentar a partir de la SE 28 en forma
exponencial. En la SE 37 observamos un pico de casos en nuestra regién, y luego un
amesetamiento y posterior disminucién, tanto en el total de casos como en la frecuencia de
positividad, hasta la SE 50. A partir de aqui, observamos un leve aumento hasta finalizar el afo

2020.

Durante el periodo comprendido de enero a diciembre 2021 (Figura R6), en la Region
Sanitaria VIII, se observé un pico de casos en la SE 2 y luego, tanto los casos sospechosos como
los positivos descendieron, hasta la SE 13. En la SE 14 comenzd el aumento de casos
sospechosos y positivos de SARS-CoV-2, que luego fue descendiendo hacia la SE 18. A partir
de la SE 19 observamos un nuevo aumento, con pico en la SE 20 que luego fue descendiendo,
también tanto en los casos sospechosos, no detectables y detectables. A partir de la SE 36 la
mayoria de los casos estudiados fueron no detectables para SARS-CoV-2, a excepcién de las
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ultimas semanas del afio, SE 50 -SE 52, en donde comenzamos a ver un leve incremento en el

numero de casos sospechosos y detectables.

Al visualizar el periodo de estudio de dos afios en conjunto en la Figura R6, se pueden ver
las olas de SARS-CoV-2 en nuestra region. A partir del nUmero de casos analizados en funcién
de las SE, podemos determinar las dos olas y el rebrote de verano 2020-2021 que ocurrieron
en la Regidn Sanitaria VIII: desde el inicio de la primera ola durante 2020, se ve el pico de casos
confirmados enla SE 37. En el verano 2020-2021, se ve un rebrote de casos; y luego, la segunda

ola durante 2021, de la SE 10 a 43.

Se incluyd en la Figura R6 la fecha en la que se establecieron para Argentina los decretos
de Aislamiento Social Preventivo y Obligatorio (ASPO) y Distanciamiento Social Preventivo y
Obligatorio (DISPO), en marzo y noviembre de 2020, respectivamente. También se pueden ver
los distintos picos de casos registrados en la Regién Sanitaria VIII durante las dos olas
observadas y el rebrote de verano, y finalmente el inicio de la tercera ola durante las ultimas

SE de 2021.
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Figura R6. Distribucidon de muestras estudiadas para SARS-CoV-2 en la Regidon Sanitaria VI,
durante 2020-2021. Se indica con una flecha el momento del decreto de Aislamiento Social
Preventivo y Obligatorio (ASPO) el 20 de marzo, en la SE 12 del 2020 y el Distanciamiento
Social Preventivo y Obligatorio a partir del 20 de noviembre del 2020, SE 49. Esta ultima
medida permitié una mayor circulacién en los lugares turisticos.

Se puede observar que las medidas de aislamiento implementadas por el ASPO, lograron
retrasar el aumento exponencial de casos en nuestra Region Sanitaria VIII de marzo donde

detectamos los primeros casos a julio. Luego del fin del ASPO y comienzo del DISPO, los casos
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volvieron a aumentar en lo que resultd en el rebrote de verano, con un alto nimero de casos
diarios, pero que duré solo hasta inicios de marzo. Luego el comienzo de la tercera ola en
donde el nimero de casos estudiado y detectado fue menor que la primera ola e incluso que
el rebrote de verano. Y finalmente el leve incremento en las Ultimas SE 50-52 que coincidieron

con la tercera ola en nuestra Regidon y en todo el pais.

Ante la falta de datos demograficos clinicos en SISA para todos los pacientes cuyas muestras
respiratorias fueron estudiadas en este proyecto, que incluyeran los antecedentes, los signos
y sintomas y la evolucién del cuadro que nos permitiera conocer quienes se recuperaron de la
infeccion o quienes fallecieron, no pudieron realizarse los andlisis que permitieran completar
la descripcion de la epidemiologia clinica de SARS-CoV-2 en la poblacién estudiada de Ia

Regidn Sanitaria VIII.

4.2 Epidemiologia molecular de SARS-CoV-2 en la Regidn Sanitaria VIII, 2020-2021

4.2.1 Secuencias gendmicas estudiadas

A partir de las 41751 muestras respiratorias positivas para SARS-CoV-2 detectadas por RT-
gPCR provenientes de la Region Sanitaria VIII durante el periodo estudiado (marzo 2020 a
diciembre 2021), se secuenciaron 48/22603 (0,2%) del afio 2020 y 402/19148 (2,1%) del afio
2021, que cumplian con el requisito de tener un Ct menor a 30 y ser representativas de las
distintas SE, para su envio a las plataformas de vigilancia gendmica del Proyecto PAIS, en el
Hospital Gutiérrez, y el Instituto Malbran-ANLIS, ambos en la Ciudad Auténoma de Buenos

Aires, Argentina.

De las 48 muestras enviadas a secuenciar del afio 2020, se secuenciaron satisfactoriamente
un total de 22 genomas completos de SARS-CoV-2; de las 402 muestras del aifo 2021, se
secuenciaron satisfactoriamente 349: un total 235 genomas completos y 114 secuencias
parciales de la regién S (correspondiente al fragmento 29 del par de primers/cebadores
recomendados por el CDC utilizado para la vigilancia de variantes: codones S 428 a S_750,

(Torres et al., 2021) , (CDCgov/SARS-CoV-2_Genomic_Surveillance).

Las secuencias obtenidas fueron denominadas de acuerdo con la nomenclatura
internacional que consiste en indicar el virus, el pais de aislamiento de la muestra, el nimero

gue identifica la muestra y el afio:
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* Secuencias obtenidas en el marco del Proyecto PAIS: hCoV-19/Argentina/PAIS-
IDmuestra/afio. Ej: hCoV-19/Argentina/PAIS-A0728/2020

* Secuencias obtenidas por el Instituto Malbran-ANLIS: hCoV-

19/Argentina/INElIDmuestra/afio.  Ej: hCoV-19/Argentina/INEI110385/2021

Las secuencias de la Region Sanitaria VIII de este proyecto se encuentran depositadas en la

base de datos de GISAID: EPI_SET_230118fd.

Como secuencias de referencia para los andlisis de filogenia, se incorporaron a los
alineamientos secuencias de diferentes linajes y locaciones geograficas, obtenidas a partir de

la busqueda en GISAID: EPI_SET_230118qp.

4.2.2 Procesamiento informatico

Las secuencias de los genomas completos virales fueron visualizadas con el programa
BioEdit para identificar indeterminaciones y eliminar los extremos 5’ (inicio: AGATCTG) y 3’
(fin: TGCTATCC) para una longitud total en el rango de 29288-29786 nucledtidos. Luego, las
secuencias se corrieron en el programa Pangolin versién on-line para tener una asignacién
rapida de linajes. Ademas, las secuencias de nuestra Regidn Sanitaria VIl se alinearon con el
programa MAFFT on-line, junto a las secuencias de referencia, y se realizd el andlisis de
filogenia que nos permitié confirmar los linajes presentes en nuestra region. Esto se debe a
gue la herramienta Pangolin puede realizar alguna asignacién errénea, y entonces podemos
utilizar la filogenia para definir los linajes presentes, de acuerdo con el agrupamiento de
nuestras secuencias de estudio con las referencias. Pangolin fue desarrollada originalmente
en enero de 2020 por Rambaut et al., poco después de la aparicion del SARS-CoV-2 (Lemey et
al., 2020). La herramienta se ha actualizado regularmente para incorporar nuevas variantes
del virus. Hay posibles errores en la asignacidén de variantes en la bibliografia de la herramienta
Pangolin. En el articulo original que describe la herramienta, los autores identifican los
posibles errores de secuenciacion. Estos errores pueden afectar a la capacidad de Pangolin
para identificar correctamente las variantes. Las mutaciones silenciosas son mutaciones que
no cambian la secuencia de aminodacidos de la proteina del virus y pueden pasar
desapercibidas por Pangolin y dar lugar a una clasificacién errénea de la variante. También la
recombinacién puede dar lugar a variantes que no se ajustan a ninguna de las categorias

definidas por Pangolin.
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Para los analisis de filogenia, debido a la gran cantidad de linajes de SARS-CoV-2 circulantes,
realizamos una seleccidén de las secuencias de referencia teniendo en cuenta los linajes que
asigné el programa Pangolin a nuestras secuencias de estudio, los linajes circulantes en
Argentina durante los afios de nuestro estudio que fueron reportados por el Proyecto PAIS y
el Instituto Malbran-ANLIS, y secuencias de linajes circulantes al inicio de la pandemia,
incluyendo la primera secuencia de SARS-CoV-2, que utilizamos como grupo externo o
outgroup. Consideramos que nuestras secuencias pertenecian a un linaje de SARS-CoV-2
determinado, si agrupaban junto a las secuencias de referencia de dicho linaje con un valor de
bootstrap mayor al 70%. La composicion del alineamiento utilizado para el andlisis de filogenia
incluyd los 257 genomas completos de SARS-CoV-2 obtenidos de nuestras muestras de estudio
junto a 211 secuencias de referencia. El modelo evolutivo estimado de acuerdo con el criterio

bayesiano BIC para este alineamiento fue: GTR+F+R2.

En la Figura R7 se representa el arbol filogenético de maxima verosimilitud obtenido para
determinar los linajes de SARS-COV-2 circulantes en la Region Sanitaria VIIl en 2020 y 2021. La
reconstruccidn filogenética obtenida muestra 8 grupos mayoritarios, que incluyen a nuestras
secuencias relacionadas con las secuencias de referencia descriptas en varios lugares del
mundo. Los linajes/variantes que determinamos en las muestras positivas para SARS-CoV-2
analizadas en la Regién Sanitaria VIl durante los afios 2020-2021 fueron: 1- Gamma (B.1.1.28
y derivados de P.1), 2- B.1.1.33, anidado en este grupo encontramos: 3- N.3y 4- N.5, 5- Alpha
(B.1.1.7), 6- Lambda (C.37), 7- Delta (B.1.617.2 y derivados AY. *) y 8- B.1.499.

Para el andlisis de las secuencias de la regién parcial de S, las mismas se visualizaron en
BioEdit. Se buscaron las posiciones marcadoras (mutaciones) de los distintos linajes, variantes
VOC, variantes VOI, en cada una de las secuencias, para asignar los linajes y variantes (Ver
Tabla en Anexo 2). Determinamos por secuenciacidon de la regién parcial S los siguientes

linajes/variantes: 1- Alpha (B.1.1.7), 2- Epsilon (B.1.427), 3- Lambda (C.37), 4- P.1, 5- NO VOC.

Una vez obtenidos todos los distintos linajes, ya sea por filogenia de los genomas completos
o por determinacion de las posiciones marcadoras de las secuencias parciales del gen S, se
armé una tabla de Excel que permitié incorporar toda la informacién de cada secuencia con

la informacidn clinico-epidemioldgica, para realizar los andlisis epidemiolégicos descriptivos.
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Figura R7. Arbol de maxima verosimilitud de las secuencias de genoma completo de SARS-
CoV-2 de la Regidn Sanitaria VIII, obtenidas durante los afios 2020-2021. Las secuencias de
estudio y los linajes detectados se indican en colores. Los valores de bootstrap se indican en
los nodos (1000 pseudorréplicas). Para detalles ver ANEXO 8.3.
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4.2.3 Caracterizacién de linajes y variantes de SARS-CoV-2 durante 2020
Durante el afio 2020 se detectaron en la Regién Sanitaria VIIl un total de 4 linajes diferentes

de SARS-CoV-2: B.1.1.33, B.1.499, N.3 y N.5 (Figuras R10 y R11).

Linajes de SARS-CoV-2 en RS VIII - 2020 (n=22)
B.1.1.33
4%

73%

Figura R8. Distribucién de linajes de SARS-CoV-2 circulantes en la Regidn Sanitaria VIl durante
2020.

Puede apreciarse en la Figura R9 que durante el periodo comprendido entre marzo y
diciembre de 2020, los primeros linajes en detectarse en la Region Sanitaria VIII fueron el
B.1.1.33 y el N.3; sin embargo, luego de la introduccién del linaje B.1.499 en nuestra region,
este resulto ser el predominante durante el resto del afo, presente en el 73% de las secuencias
analizadas. Al finalizar el afio 2020, realizamos la deteccidn del linaje N.5 en circulacidn en

nuestra region.
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Linajes de SARS-CoV-2 en RS VIII por SE - 2020 (n=22)
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Figura R9. Distribucion de linajes de SARS-CoV-2, por semanas epidemioldgicas durante el afio
2020. En linea azul se muestra el total de casos estudiados por RT-qPCR para SARS-CoV-2; en
linea roja se muestra el total de casos confirmados positivos para SARS-CoV-2 por RT-qPCR.

En la Tabla R3 se pueden apreciar las frecuencias determinadas para cada linaje, con su
respectivo intervalo de confianza 95%, durante las SE del afio 2020. La frecuencia de

positividad de B.1.499 fue la mayor, seguida por el linaje N.3, y luego por B.1.1.33 y N.5.

Tabla R3. Frecuencias de positividad, con sus respectivos intervalos de confianza, de los linajes
de SARS-CoV-2 detectados en la Regidn Sanitaria VIl durante 2020.

SE B.1.1.33 B.1.499 N.3 N.5 Total
2020 Frec % (1C95%) Frec % (1C95%) Frec % (1C95%) Frec % (1C95%) n
27-28 50,0% ( 9,5% - 90,5% ) 50,0% ( 9,5% - 90,5% ) 2
29-30 33,3% ( 6,1%- 79,2% ) 66,7% ( 20,8% - 93,9% ) 3
31-32 100,0% ( 20,7% - 100,0% ) 1
33-34 87,5% ( 52,9% - 97,8% ) 12,5% ( 2,2% - 47,1% ) 8
35-36 100,0% ( 20,7% - 100,0% ) 1
37-38 100,0% ( 20,7% - 100,0% ) 1
39-40 100,0% ( 43,9% - 100,0% ) 3
41-42 0
43-44 0
45-46 100,0% ( 20,7% - 100,0% ) 1
47-48 100,0% ( 20,7% - 100,0% ) 1
49-50 0
51-52 100,0% ( 20,7% - 100,0% ) 1
Total 45% ( 0,8% - 21,8% ) 72,7% ( 51,8% - 86,8% ) 18,2% ( 7,3% - 38,5% ) 45% ( 0,8%- 21,8%) 22

SE: Semana epidemioldgica, Frec: frecuencia, 1C95%: intervalo de confianza 95%. Los
intervalos de confianza de las frecuencias se calcularon por el método de Wilson en el
programa STATA 12 (StataCorp, TX, USA).
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Si bien, los intervalos determinados por SE son amplios debido al bajo nimero que
conforma cada categoria, cuando analizamos las frecuencias de cada linaje para todo el aifo

2020, estos valores de intervalo son mds ajustados.

4.2.4 Caracterizacidon de linajes y variantes de SARS-CoV-2 durante 2021

Durante el afio 2021 se obtuvieron satisfactoriamente por secuenciacion 349 secuencias de
SARS-CoV-2, y se detectaron en la Region Sanitaria VIII un total de 5 variantes de interés
epidemioldgico de SARS-CoV-2: las VOC Alpha, Gamma, Delta y Epsilon, y la VOI Lambda.
Ademas, se detectaron otros linajes, como B.1.1.33, B.1.499 y N.5 que circularon en nuestra
region durante 2020, y variantes que no eran de interés epidemiolégico denominadas NO VOC

(Figuras R12 y R13).

Linajes de SARS-CoV-2 en RS VIII - 2021 (n=349)
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Figura R10. Distribucion de linajes de SARS-CoV-2 circulantes en la Regidén Sanitaria VIIII
durante el afio 2021.

En la Figura R10 se aprecia la distribucion de linajes de SARS-COV-2 circulantes en la Regién
Sanitaria VIl durante 2021. La variante de preocupacién mas prevalente en las muestras de la
Regidn Sanitaria VIII fue la Gamma (53%), seguida por Delta y Lambda (ambas en un 16%), N.5
(7%), Alpha (4%), y luego en un bajo porcentaje los linajes B.1.1.33, B.1.499, Epsilon y las NO

VOC, que corresponde a un grupo de linajes que ya habian estado presentes en el 2020 y que
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no manifestaron pertenecer a linajes de preocupacion o de interés en la clasificacion de la

OMS, a comienzos de 2021.

Se observa en la Figura R11 que los linajes B.1.1.33, B.1.499 y N.5 que predominaron en
2020 circularon durante las primeras semanas del 2021, durante el rebrote de verano. Luego,
gue las variantes Lambda y Gamma fueron predominantes en la regién entre las SE 15 a 42
del afio 2021, durante la segunda ola. Y que finalmente, la variante Delta, que comenzd a

circular desde la SE 31, termind desplazando a todas las otras variantes al finalizar el afio.

Linajes de SARS-COV-2 en RS VIII por SE - 2021 (n=349)
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Figura R11. Distribucion de linajes de SARS-CoV-2, por semanas epidemioldgicas durante el
ano 2021. En linea azul se muestra el total de casos estudiados por RT-gPCR para SARS-CoV-
2; en linea roja se muestra el total de casos confirmados positivos para SARS-CoV-2 por RT-
qPCR.

Para la variante VOC Gamma, la mas frecuente en nuestra regidon durante la segunda ola,
determinamos la presencia de diversos sublinajes incluyendo: P.1, el mas frecuente, P.1.2 y

P.1.15, este ultimo también con alta presencia (Figura R12).
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Linaje Gamma: B.1.1.28.1 y sus derivados (P.1.*) (n=184) - 2021

P.1.15
38%

P.1
52%

10%

Figura R12. Distribucion de la variante VOC Gamma y sus derivados en la Regidon Sanitaria VI,
2021.

La variante Delta, que comenzd a circular en nuestra regién a mediados de afio para ser
predominante al finalizar el mismo, fue la que presentd la mayor diversidad de todos los
linajes y variantes detectados, detectando un total de 13 sublinajes diferentes en circulacién

en nuestra region (Figura R13).

Linaje Delta: B.1.617.2 y sus derivados (AY.*) (n=57) - 2021
AY.122.4 AY.124 B.1.617.2 AY.3 AY.4
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Figura R13. Distribucién de la variante VOC Delta y sus derivados en la Region Sanitaria VIII,
2021.
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En la Tabla R4 se pueden apreciar las frecuencias determinadas para cada linaje, con su
respectivo intervalo de confianza, durante las SE del afno 2021. En el periodo 2021, la
frecuencia de positividad de la variante Gamma fue la mayor (52%), seguida por las variantes
Delta (16%) y Lambda (15.8%), y luego por N.5 (7.4%), B.1.1.7 (3.7%), B.1.499 (1.4%), No VOC
(1.1%), B.1.427(0.9%), y B.1.1.33(0.6%). Si bien, los intervalos determinados por SE son
amplios debido al bajo n que conforma cada categoria, cuando analizamos las frecuencias de

cada linaje para todo el afno 2021, estos valores de intervalo son mas ajustados.
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En resumen, durante los dos afios estudiados determinamos diferentes linajes y variantes

de interés y preocupacién en nuestra Regidn Sanitaria VIII (Figura R14).

Lo primero que podemos observar es la diferencia del nimero de casos estudiados entre
ambos afos, que se debe a la mayor realizacidon de ensayos diagndsticos durante 2020 e inicios
de 2021, dado que nuestro Laboratorio pertenece a la Red ANLIS y estuvo autorizada desde el
inicio de la pandemia para realizar diagndstico molecular por RT-qPCR. Luego, los Laboratorios
de la regidn, incluyendo aquellos en Hospitales y otros centros privados, comenzaron a
incorporar la tecnologia y la técnica para realizar el diagndstico viral. Por este motivo, se ve

esa gran diferencia respecto al total de muestras testeadas en ambos afios.

Linajes de SARS-COV-2 en RS VIII por SE - 2020-2021 (n=371)
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Figura R14. Distribucién de linajes de SARS-CoV-2, por semanas epidemioldgicas durante todo
el periodo de estudio 2020- 2021. En linea azul se muestra el total de casos estudiados por RT-
gPCR para SARS-CoV-2; en linea roja se muestra el total de casos confirmados positivos para
SARS-CoV-2 por RT-gPCR.

Otro aspecto que se observa en la figura es que si bien obtuvimos 371 secuencias de SARS-
CoV-2, el numero de muestras secuenciadas entre ambos afios es muy diferente: tan solo 22
durante 2020 y 349 durante 2021. Por ello, se observan grandes diferencias en el tamano de
las barras de los linajes entre ambos afos a pesar de que el nimero de muestras positivas
detectadas en nuestro Laboratorio fue menor durante 2021. Como se describio

anteriormente, la secuenciacidon de SARS-CoV-2 se realizd en el marco de los proyectos en el
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Hospital Gutiérrez y en Malbran-ANLIS, y a medida que ambos tuvieron disponibilidad de
recursos econdmicos para los reactivos, el equipamientoy el personal, el nUmero de muestras
para secuenciar se fue incrementando sustancialmente para poder describir de una mejor

manera la epidemiologia en las diferentes regiones de nuestro pais.

Para finalizar, se puede observar en la Figura R15, la dindmica de aparicidn, establecimiento
y desaparicidon de los distintos linajes y variantes en nuestra region. Se ve durante todo el
periodo de estudio, la sucesién de variantes en el tiempo, comenzando durante 2020 con
predominio de B.1.499, para luego establecerse desde el inicio de 2021 la variante B.1.1.33
como la mas frecuente, siendo predominante hasta la SE 5-6 y dejando de ser detectada en la
SE 11. Desde la SE 5-6, el linaje N.5 se establece como el mas prevalente, hasta la SE 15-16,
donde se detectan las variantes Epsilon, Alpha, Lambda, Gamma y NO VOC. A partir de ese
momento, Lambda y Gamma comienzan a predominar en la region, y esto se mantiene
durante casi todo el afio 2021, cuando a partir de la SE 43-44, es la variante Delta la que se

impone en la regidn, desplazando al resto de las variantes al finalizar el afio 2021.

Linajes de SARS-COV-2 en RS VIII por SE - 2020-2021 (n=371)
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Figura R15. Distribucion de las Variantes encontradas en las muestras analizadas en la Regidn
Sanitaria VIII, desde marzo 2020 a diciembre 2021.
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4.2.5 Distribucidon de linajes y variantes de SARS-CoV-2 por rango etario y sexo
Realizamos un analisis de las caracteristicas demograficas de los pacientes a partir de cuya

muestra respiratoria pudimos obtener la secuenciacion de SARS-CoV-2.

En la Figura R16 se puede ver la distribucién del nUmero de muestras secuenciadas por el

rango etario y sexo de los 371 pacientes.

Muestras secuenciadas en la RSVIII, por sexo y rango etario
(2020-2021)
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Figura R16. Distribucién de muestras secuenciadas en la Regidn Sanitaria VIII, por rango etario
y sexo, desde marzo 2020 a diciembre 2021.

La mayoria de las secuencias de SARS-CoV-2 obtenidas correspondian a adultos mayores
de 25 afos, tanto hombres como mujeres. Ninguna de las secuencias de SARS-CoV-2

analizadas era de menores de 10 anos.

4.2.6 Distribucion regional de las muestras secuenciadas por localidad

A partir del analisis de las muestras secuenciadas de acuerdo con la localidad de origen del
paciente, se puede observar en la Figura R17, que la mayor cantidad de las muestras
analizadas (aproximadamente el 48 %) corresponde a pacientes oriundos de la ciudad de Mar
del Plata, partido de General Pueyrreddn. El resto de las muestras provienen de pacientes de
otras localidades. Por este motivo, nuestra descripcion epidemioldgica representa mejor a la
localidad Mar del Plata, de la Regidén Sanitaria VIII, que al resto de las localidades que
conforman la regién (General Lavalle, Maipu, Partido de La Costa, Pinamar, Villa Gesell,
General Madariaga, General Guido, Ayacucho, Tandil, Balcarce, Mar Chiquita, General

Alvarado, Loberia, Necochea y San Cayetano).
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Numero de muestras secuenciadas por localidad de
RSVIII, 2020- 2021 (n=371)
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Figura R17. Numero de muestras secuenciadas por localidad de origen de los pacientes cuyas
muestras fueron secuenciadas, Region Sanitaria VIII, desde marzo 2020 a diciembre 2021.
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5. Discusion

Las infecciones respiratorias agudas virales constituyen una de las mayores causas de
morbi-mortalidad en todo el mundo, sobre todo durante los meses mds frios, en paises como
Argentina (Marcone et al., 2013c), (Carballal et al., 2001). Para el diagndstico de certeza de los
virus respiratorios se estudian muestras respiratorias, como un hisopado nasofaringeo, y se
pueden utilizar métodos directos como los moleculares (PCR o RT-PCR dependiendo del tipo
de genoma viral ADN o ARN) o inmunofluorescencia directa o indirecta (para algunos virus
como RSV, Flu, PIV, AdV, hMPV) ((Marcone et al., 2013c), FilmArray). Los resultados obtenidos
se informan al SISA y de este modo se obtienen estadisticas regionales y nacionales que
permiten conocer la incidencia y estacionalidad de estos virus. Sin embargo, la epidemiologia
viral respiratoria se vio afectada desde la aparicién del virus pandémico SARS-CoV-2 en
diciembre de 2019, que llevd al mundo a atravesar una de las mayores pandemias por un virus
respiratorio, decretada por la OMS en marzo de 2020 (WHO Director-General’s Opening
Remarks at the Media Briefing on COVID-19 - 11 March 2020, n.d.),(Archived, n.d.), (Zhou et
al., 2020b), (Wu et al., 2020), (N. Zhu et al., 2020b). El rapido desarrollo de ensayos de RT-PCR
permitieron describir la epidemiologia de este virus pandémico en todas las regiones del
mundo, incluyendo nuestro pais. Ademas, el uso de métodos de secuenciacion de los genomas
virales permitié conocer la evolucidon viral y establecer la dindmica de la aparicion,
diseminacion y establecimiento de las diferentes variantes en los distintos paises a través del

tiempo.

En el presente trabajo describimos el estudio de SARS-CoV-2 en la Regidn Sanitaria VIII
de la Provincia de Buenos Aires, Argentina, durante los dos primeros afios de pandemia: 2020
y 2021. La implementacién de una RT-PCR altamente sensible y especifica, recomendada por
el CDC (V. M. Corman et al., 2020b), permitié detectar este virus en el 34.7% (41751 de
120421) de los pacientes sospechosos estudiados. Si bien la cantidad de muestras testeadas
por RT-PCR durante ambos afios fue similar, alrededor de 60 mil por afo, la positividad
determinada durante 2020 (37,4%) fue significativamente superior a la positividad detectada
durante 2021 (31,9%). Estos resultados nos indican que la frecuencia de positividad de SARS-
CoV-2 en nuestra region de estudio disminuyd de un afio a otro, posiblemente debido a la
inmunidad que se produjo en la poblacion generada por una primoinfeccién o la
administracion de vacunas efectivas (Libera et al., 2021). Este fue uno de los resultados mas

importantes de nuestro trabajo, porque con la puesta a punto de la RT-PCR para la deteccién
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de este virus desde el inicio de la pandemia, logramos aportar los primeros datos
epidemioldgicos de SARS-CoV-2 en la poblacion de la Region Sanitaria VIII de la Provincia de

Buenos Aires, Argentina.

A nivel pais, durante el afio 2020 la incidencia acumulada promedio fue de 26%,
mientras que en 2021 ascendid a un promedio de 69%. El porcentaje de casos confirmados en
el pais durante 2020 fue del 33,5% sobre un total de 4811498 muestras estudiadas, y durante
2021, 21,8% sobre 16901559 casos sospechosos estudiados (Sala de situacién MSAL
www.argentina.gob.ar, https://covidstats.com.ar/panorama). A pesar de aumentar durante
2021 el nivel de testeo en el pais, nuestro laboratorio no recibié un significativo aumento de
muestras para estudiar, dado que comenzaron otros laboratorios de la regién a hacer el
diagndstico de SARS-CoV-2, tanto publicos como privados. Por este motivo no se refleja el
aumento de testeo observado a nivel nacional con lo acontecido en nuestro laboratorio.
Comparando nuestros resultados con la epidemiologia viral en el resto del pais, durante 2021
observamos una notable diferencia respecto el porcentaje de positividad: en nuestra region
fue un 10% superior. Pensamos que podria deberse a un aumento en la cantidad de personas
gue visitd nuestra region costera durante el verano de 2021 a partir de las flexibilizaciones en
las restricciones, que permitieron la visita de poblacidn proveniente de diversos puntos del
pais, y que presentaban la infeccidn por SARS-CoV-2. O también, que al haber mas circulaciéon
de personas por el retorno a los trabajos de forma presencial junto con el flujo turistico, se
dieron las condiciones para que se den nuevas infecciones en la regidn, y esto haya promovido
las consultas a los centros de salud donde fueron hisopados y cuyas muestras luego fueron

estudiadas en nuestro laboratorio.

Otro aspecto importante fue que el nimero de muestras estudiadas durante ambos
anos superd al numero que solemos estudiar en el Laboratorio para la vigilancia de virus
respiratorios es nuestra region. Normalmente en la Regién Sanitaria VIl se estudian entre 400
y 600 muestras respiratorias anuales, en el contexto de Vigilancia Epidemiolégica de Virus
Respiratorios, con el uso de metodologias moleculares como RT-PCR, recomendados por la

OMS.

Debido a que los 16 municipios que conforman la Regién Sanitaria VIII tienen distintas
particularidades respecto a las actividades que se desarrollan en ella, como ser la actividad
agroindustrial y el turismo, por este motivo y por la dinamica de transmisién del SARS-CoV-2

asociada a los viajeros, para nuestro analisis diferenciamos las muestras respiratorias que
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provenian de habitantes residentes de la Regidn Sanitaria VIl de aquellas provenientes de
personas en transito (viajeros), a partir de la informacion disponible en SISA. Determinamos
gue, en ambos afios de estudio, la mayor cantidad de muestras provenian de residentes de
nuestra region (81% en 2020 y 71% en 2021), y que, ademas, durante 2021 estudiamos un
mayor numero de viajeros sospechosos de tener COVID-19. Durante el ano 2020, estudiamos
solo un 19% de las muestras provenientes de viajeros, pero la positividad en este grupo fue
muy elevada (mayor al 40%). Esto probablemente se debid a que desde el momento de la
infeccion a la manifestacion de sintomas hay en promedio 4.7 dias y las personas emprendian
el viaje y al arribar a lugares de turismo comenzaban con sintomas y consultaban en los
centros de salud cercanos disponibles. Sin embargo, a pesar de estudiar mas viajeros durante
2021 asociado a la flexibilizacion de las restricciones de circulacidn en el pais, el porcentaje de
positividad en los viajeros (28%) fue significativamente menor al de los residentes (33%).
Respecto el grupo de residentes de nuestra regién, el mayor nUmero de casos sospechosos

estudiados y confirmados fueron procedentes de la ciudad de Mar del Plata.

Cuando analizamos la distribucién etaria de los casos sospechosos estudiados y los
casos confirmados en nuestro Laboratorio, notamos que la mayoria de las muestras provenian
individuos mayores de 25 afios, con predominio de mayores de 45 afios, tanto en 2020 como
2021. Sin embargo, no determinamos un rango etario en el cual el porcentaje de positividad
de SARS-CoV-2 haya sido marcadamente superior. Debido a la falta de datos disponibles en
SISA, existe un gran numero de muestras con edad sin especificar, que decidimos separar
visiblemente en los graficos y que lamentablemente no permite que el andlisis de los datos
sea el mas preciso. Nuestros resultados coinciden con otros trabajos y reportes de la mayoria
de los paises, donde la positividad fue superior en el grupo de edad entre 20 y 59 afios
mientras que la positividad en nifios (de 0 a 9 afios) fue baja (Salzberger et al., 2021). Existen
trabajos publicados que describen que la distribucién por edades del SARS-CoV-2 es diferente
a muchos otros virus bien estudiados como los virus influenza, el sarampidon y el dengue,
debido a factores biolégicos que reducen la susceptibilidad a la infeccién y atentan la gravedad

de la enfermedad en los nifios (Cohen et al., 2022).

Durante el proyecto se estudiaron mas muestras provenientes de pacientes femeninas;
sin embargo, la proporcién de muestras positivas para SARS-CoV-2 fue significativamente
mayor en pacientes masculinos. Durante 2020, detectamos un 38% de positividad en pacientes

de sexo masculino, significativamente superior al 35% detectado en pacientes femeninas,
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mientras que, en 2021, la positividad en masculinos fue 35% en comparacion con el 32% en
pacientes femeninas. Estos resultados son interesantes ya que sugieren una posible diferencia
en la susceptibilidad a la infeccidn o en la respuesta inmune entre los sexos. Sin embargo, se
necesita mas investigacion para confirmar este hallazgo y entender las posibles razones detras
de esta diferencia. Es conocido que, para infecciones por virus respiratorios, hay una mayor
incidencia en hombres que en mujeres, tanto nifios (Marcone et al., 2013b) como adultos,
aungue no se han dilucidado aun cuales pueden ser los mecanismos involucrados en tal

diferencia (Ursin & Klein, 2021).

La pandemia de SARS-CoV-2 ha afectado a cada pais en el mundo de manera diferente
debido a diversos factores, como la afluencia de viajeros de las regiones con mayor nimero
de casos, la densidad poblacional, el acceso y disponibilidad de recursos médicos, la respuesta
gubernamental y las medidas de prevencién y control impuestas junto con el cumplimiento
efectivo de las mismas, entre otras. Durante 2020, la propagacion del virus fue rédpida y logré
extenderse por todo el mundo. Desde fines de 2019, China fue el epicentro del brote, pero la
situacion pronto se extendid a paises como Italia, Espaiia, Estados Unidos y Brasil. Muchos
paises implementaron medidas de distanciamiento social y cierre de fronteras para controlar
la propagacidn del virus. En algunos paises, como Nueva Zelanda, Australia y Corea del Sur, las
medidas de control fueron efectivas y lograron contener la propagacién del virus en gran
medida. Otros paises, como Estados Unidos, Brasil y México, experimentaron un alto nimero
de casos y muertes debido a una respuesta gubernamental deficiente y a la falta de medidas
de control efectivas. Un gran cambio en la dindmica de diseminacién viral se observé a nivel
mundial desde la aplicacion de las vacunas desarrolladas en tiempo récord, aunque
lamentablemente el acceso a las mismas fue bastante desigual en los paises de los distintos
continentes. Por este motivo, durante 2021, la situacion epidemiolégica del SARS-CoV-2 ha
variado segun los paises y las regiones. Algunos paises han logrado controlar el virus a través
de la vacunacidn masiva y la implementacién de medidas de control efectivas, mientras que
otros han experimentado un aumento en los casos debido a la propagacidon de nuevas
variantes del virus y a la falta de adherencia a las medidas de control. En los paises limitrofes
como Brasil, Bolivia y Chile, los casos sospechosos comenzaron a aparecer los primeros dias
de marzo de 2020, y luego, observamos que dependiendo de las diferentes medidas
gubernamentales sucedieron diferentes progresos de la diseminacién viral en cada uno de

ellos. En comparacién con Argentina, donde la aplicacion de medidas mds extremas con el
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decreto del Aislamiento Social Preventivo y Obligatorio (ASPO) permitieron demorar el inicio
de la ola de contagios exponencial en junio de 2020, en Brasil se inicid la primera ola
exponencial de casos positivos a mediados de marzo, luego, Chile inicié la primera ola a fines
de abril, y Bolivia a inicios de mayo. Brasil presentd dos olas y mantuvo un alto nimero de
casos (20-30 mil) durante todas las SE del 2020-2021, Bolivia presenté tres olas bien marcadas
durante el mismo periodo, pero entre las olas mantuvo niveles de casos en el orden de los
200-500, y Chile, similar a Argentina, una primera ola, un rebrote de verano y luego una ola

en 2021.

Los casos de SARS-CoV-2 en nuestra Regidn Sanitaria VIII se comenzaron a detectar en
la SE 11 del 2020, con la aparicion del primer caso importado al partido de General
Pueyrreddén, y alcanzamos el maximo nimero de casos analizados y confirmados de SARS-CoV-
2, en la SE 37. Logramos definir un primer periodo de aumento exponencial en nuestra region
comprendido entre las SE 28 a 37, a partir de la cual observamos que la misma se sostuvo en
niveles estables con tendencia descendente hacia la SE 48, a partir de la cual luego comenzdé
a aumentar el numero de casos estudiados y confirmados. Este aumento esta directamente
relacionado con la implementacién de las medidas de Distanciamiento Social Preventivo y
Obligatorio (DISPO) impuestas, que permitieron una apertura a la circulacién de las personas,
y con ello un aumento en la diseminacion viral. Luego, a partir de la SE 14 de 2021 volvimos a
tener un aumento en el niumero de muestras y casos positivos detectados que disminuyd
paulatinamente hasta llegar a niveles muy bajos a partir de la SE 36 y se mantuvo hasta
finalizar nuestro periodo de estudio. A partir de la SE 50 notamos nuevamente un incremento

en la tendencia de los casos positivos.

Las medidas sociales y de proteccion personal, incluido el lavado de manos, el uso de
mascaras y el distanciamiento fisico, se asociaron con reducciones en la incidencia de SARS-
CoV-2 (Rabinovich & Geffner, 2021), (COVID-19: WHQ’s Action in Countries, Argentina),
(Sylvester et al., 2022). Y esto lo visualizamos desde un primer momento, ya que durante
varias semanas (hasta la SE 27) el numero de casos sospechosos y confirmados en nuestra
region fue muy bajo por las medidas de Aislamiento Social Preventivo y Obligatorio (ASPO)
implementado en marzo de 2020, hasta observarse el aumento exponencial, posteriormente
una disminucién y un rebrote de casos ocurrido en el verano de 2021, luego de implementarse
el DISPO en toda Argentina. Este fendmeno fue observado y reportado también en otros

paises, y coincide con el retraso en el aumento exponencial de casos positivos de SARS-CoV-2

85



en nuestra regiéon estudiada (S et al., 2021). Las estrategias y las medidas que recomienda
actualmente la OMS siguen funcionando contra las variantes del virus detectadas desde el
comienzo de la pandemia. Se ha demostrado en muchos paises con amplia transmision de
variantes preocupantes que las medidas sociales y de salud publica, como las de prevenciény
control de la infeccidn, reducen eficazmente el nimero de casos, hospitalizaciones y muertes

por COVID-19 (Medidas No Farmacéuticas).

Los reportes del Ministerio de Salud, informaron un total de 53222 muertes por COVID-19

durante 2020 (Banco de Recursos de Comunicacion del Ministerio de Salud de la Nacidn |

Estadisticas Vitales - Informacién Basica - Argentina — Afio 2020) y 84698 durante 2021, para

Argentina (Banco de Recursos de Comunicacién del Ministerio de Salud de la Nacién |

Estadisticas Vitales - Informacion Basica - Argentina — Afio 2021). Los casos fallecidos en la

Provincia de Buenos Aires durante 2020, fueron de 23392, mientras que durante 2021, 35006
(Reporte interactivo de estadisticas de salud, 2021). En el Distrito de General Pueyrredén,
durante 2020 se registraron 535 fallecidos y en 2021, 2175. (Covid-19. Casos En Gral.
Pueyrredon | Datos Mar Del Plata, n.d.). Los datos muestran que la pandemia de COVID-19 ha
tenido un impacto significativo en Argentina; destacamos que la tasa de mortalidad ha sido
baja en comparacién con otros paises de Latinoamérica y del resto del mundo. No contamos
con datos completos de mortalidad para la poblacién de estudio de nuestro trabajo
disponibles en SISA, por este motivo no pudimos calcular la mortalidad en nuestra poblacion

de estudio.

La disponibilidad del equipamiento y el conocimiento en epidemiologia molecular viral
permitid, desde los inicios de la pandemia por SARS-CoV-2, obtener secuencias del genoma
completo casi en tiempo real por primera vez en la historia. Esto permitié desarrollar los
métodos de deteccidn mediante el disefio de cebadores y sondas especificas, desde un primer
momento. Y lo mas importante, que investigadores de todo el mundo compartian las
secuencias virales a través de la plataforma web GISAID, y se podia establecer cudles eran los
linajes que circulaban, si aparecia alguna variante con mutaciones que podrian afectar la
virulencia, la patogénesis, el escape inmunoldgico, asi como la efectividad de los diagndsticos
y la terapéutica. Este recurso gendmico influyé en la toma de decisiones de salud publica

durante la pandemia.

La Epidemiologia Molecular permite analizar la relacién entre los virus circulantes en una

region, monitorear la estabilidad de los sistemas de diagndstico, y relacionar las caracteristicas
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genéticas de los virus con su patogenicidad. Estos motivos descriptos motivaron a la OMS
proponer y alentar a las autoridades sanitarias a reforzar la capacidad de vigilancia y de
secuenciacion, adoptar un enfoque sistemdtico para proporcionar una indicacién
representativa de la amplitud de la transmisién de las variantes del virus basada en los

contextos locales y a detectar y notificar cualquier suceso epidemioldgico inusual.

Los estudios para describir la epidemiologia molecular de SARS-CoV-2 en Argentina
comenzaron tempranamente en 2020, en el marco de los proyectos PAIS, liderado por la Dra.
Mariana Viegas con el apoyo del Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién, y en el
Instituto Malbran-ANLIS con el apoyo del Ministerio de Salud, con la direccién de la Dra.
Josefina Campos y Dra. Elsa Baumeister. La posibilidad de acceder a secuencias gendmicas
virales de nuestra region fue diferente durante ambos afios y dependiod de varios factores. En
primer lugar, al inicio de la pandemia, lo principal fue tener conocimiento de los linajes de
SARS-CoV-2 en una seleccién de casos confirmados, que permitiera confirmar la transmision
en la poblacién y ayudara con la toma de medidas sanitarias para controlar la dispersién del
virus. También se buscaba conocer si los virus tenian una alta tasa de mutacién vy si los linajes
presentaban variaciones en la secuencia que pudieran afectar a los sistemas de diagndstico y
ello implicara el re-disefio de cebadores o sondas; esta era una gran preocupacion, debido a
gue ante la presencia de “missmatches”, podrian producirse falsos negativos y esto llevaria a
una falla en el diagndstico y una posible mayor propagacion viral. No se habia implementado
en este periodo inicial, aun, un sistema definido de vigilancia gendmica, y por ello, durante
2020 se tomaron sélo algunas muestras positivas al azar representativas de residentes y
también de viajeros, para estudiar sus caracteristicas gendmicas. La disponibilidad de
reactivos de secuenciacion fue limitada al principio debido a la alta demanda en todo el mundo
y la disponibilidad limitada. Esto se vio agravado por los largos tiempos de envio. Ademas, en
el inicio todo el procesamiento dependia solamente del nodo de secuenciacién del Proyecto
PAIS en el Hospital Gutiérrez y del servicio de virosis respiratorias y bioinformatica del Instituto
Malbran ANLIS. El equipamiento y los reactivos fueron limitados, y para tener
representatividad de todo el pais, cada laboratorio de diagndstico hacia envio de un limitado
nimero de muestras que estos centros podian procesar, que en nuestro caso fue de 48
muestras enviadas en 2020. Con el avance del tiempo, ambos proyectos recibieron mas
financiamiento, lo que les permitié comprar mas equipos y reactivos, capacitar a mas personal

y aumentar su capacidad de procesamiento de muestras. Esto resulté en un aumento
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significativo en la cantidad de muestras positivas de SARS-CoV-2 que podrian enviarse desde
el laboratorio, que en particular nos permitié hacer envio de 402 muestras para secuenciar en
2021. Esto, a su vez, permitid una mejor comprension de las variantes que circulan en la
region. Cabe aclarar que, durante 2021, el proyecto PAIS incorpord la secuenciaciéon de una
region parcial del gen S, en lugar de todo el genoma completo, para de este modo poder
aumentar aun mas la capacidad de obtener datos gendmicos de un mayor numero de
muestras en un menor tiempo. Todas las secuencias de estudio obtenidas se han depositado

en la base de datos de GISAID, por los equipos de los proyectos PAIS y Malbran-ANLIS.

De las 48 muestras enviadas durante 2020, se secuenciaron satisfactoriamente un total de
22 (45.8%) genomas completos de SARS-CoV-2; y de las 402 muestras enviadas durante 2021,
se secuenciaron satisfactoriamente 349 (86.8%): un total 235 genomas completos y 114
secuencias parciales de la region S. Como puede observarse, a pesar de enviar muestras
positivas con valores de Ct menores de 30, que permitirian garantizar que la secuenciacién
fuera efectiva, no se obtuvieron los genomas completos o genomas parciales del gen S de
todas las muestras enviadas, sélo del 82.4%. Esto pudo deberse a una degradacién del acido
nucleico viral durante el envio, a problemas de conservacién, o a fallas en el proceso de la

secuenciacion.

Sin embargo, comprendemos que el nimero de secuencias analizado durante ambos afios
es muy bajo para la regidn y la poblacidon que habita en el sudeste de la provincia de Buenos
Aires, por lo tanto, sabemos que no es completamente representativa de toda la regién y que
podria haber un sesgo del muestreo, considerando que la Regidn Sanitaria VIl cuenta con un
total aproximado de 1200000 habitantes, y la provincia de Buenos Aires unos 16000000 de
habitantes (CENSO 2010-provisorio 2022).

Las secuencias obtenidas se editaron manualmente para eliminar sus extremos, y se
corrieron en programas bioinformaticos que permitieron asignar un linaje de SARS-CoV-2 a las
mismas. Debido a que la precisidn de la herramienta Pangolin es del 99,9% para asignar VOC,
pero puede caer hasta el 92,9% para otras variantes, utilizamos la secuenciacién seguida de
filogenia para confirmar los linajes y variantes, usando genomas de referencia. A partir de un
arbol de maxima verosimilitud, obtuvimos que las muestras de nuestra regidn se agruparon
en 8 grupos mayoritarios: Gamma (B.1.1.28 y derivados de P.1), B.1.1.33, N.3 y N.5, Alpha
(B.1.1.7), Lambda (C.37), Delta (B.1.617.2 y derivados AY. *) y B.1.499. Utilizando las regiones

parciales del gen S, analizando las posiciones marcadoras, determinamos los linajes/variantes:
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Alpha (B.1.1.7), Epsilon (B.1.427), Lambda (C.37), P.1 y un grupo de variantes NO VOC. La
distribucién de estos linajes/variantes detectadas fue diferente durante las distintas olas que
sucedieron en la regiéon en ambos afios. En 2020, detectamos al inicio B.1.1.33 y N.3, hasta la
introduccion del linaje B.1.499 que fue el mayoritario y mas predominante en nuestra region
durante la primera ola. En el rebrote de verano de 2021 observamos que el linaje mayoritario
fue N.5.Y luego, en la segunda ola determinamos mayor variedad de variantes, que incluyeron
a Gamma como la mas prevalente, seguida por Lambda y en menor medida por Alpha. Y que

el predominio de Delta fue predominante los ultimos dos meses de 2021.

Cuando hay circulacién activa de un virus, hay variantes que son mas frecuentes y pueden
aparecer variantes propias de la region. La informacion disponible sugiere que la variante
Gamma llegd a la provincia de Buenos Aires a través de viajeros internacionales. En el informe
de vigilancia de variantes de SARS-CoV-2 de la provincia de Buenos Aires, se identificaron 100
casos de la variante Gamma en viajeros provenientes de Brasil, Bolivia, Chile, Colombia,
Paraguay e Italia. Sin embargo, es posible que la variante Gamma también se haya propagado
por la circulacidon del virus en la provincia de Buenos Aires. La variante Gamma fue la variante
dominante en la provincia durante varios meses, lo que le dio tiempo para propagarse de
forma gradual a través de la poblacidon. Posteriormente, la provincia de Buenos Aires,
Argentina, la variante Delta fue la variante dominante durante la segunda ola de la pandemia,

que tuvo lugar en 2021.

La distribucidn de los linajes y las variantes de SARS-CoV-2 en la Regidn Sanitaria VIl cambid
significativamente entre 2020 y 2021. De todos modos, desde un inicio observamos que la
dindmica de los linajes fue la circulaciéon de uno o mas linajes en simultaneo, que luego se
desplaza por la introduccion de un linaje nuevo a la regidn, generalmente con una ola de casos
asociada. La aparicidn de nuevos linajes y variantes es posiblemente un motivo por el cual la
pandemia se disemind por tantos paises y se sostuvo en el tiempo a pesar de los esfuerzos de
mitigacién, aislamiento, vacunacién. Algunas de las variantes fueron mas transmisibles o
evadian la respuesta inmune en algun grado, y por ello se identificaban como variantes de
interés o preocupacion, y eran monitoreadas. Por lo tanto, esto destaca el trabajo realizado
para el monitoreo de linajes y variantes, y justifica por qué es importante continuar vigilando
la evolucion de las variantes del virus y adaptar las estrategias de salud publica en

consecuencia. Es importante mencionar que el analisis filogenético del virus SARS-CoV-2 es
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una tarea compleja y en constante evolucion, y que los resultados pueden variar dependiendo

de los datos disponibles y los métodos de andlisis utilizados.

Las comparaciones de los linajes/variantes detectadas en la Regién Sanitaria VIII con las
detectadas en el resto del pais son complejas ya que no se secuenciaron muestras positivas
para SARS-CoV-2 de la misma SE, en todas las provincias de la Argentina. Sin embargo,
pudimos apreciar que la situacidon de la Regién Sanitaria VIII fue similar a la del resto de la
provincia de Buenos Aires y el pais, en la dindmica de la frecuencia de casos confirmados por
RT-gPCR y en la circulacion de algunas de las variantes: durante 2020 la variante mayoritaria
fue la B.1.499 y en el 2021 fue la Gamma. A partir de los estudios filogenéticos para analizar
la evolucidén del virus en el pais, se ha observado que la mayoria de las variantes identificadas
en Argentina tienen una estrecha relacidén genética con las variantes identificadas en otros

paises de la regidn, como Brasil y Chile (Zhao et al., 2022).

A partir de la SE 19 a la SE 31 del afio 2020, las variantes predominantes en las distintas
zonas estudiadas de la Argentina fueron B.1, B.1.1 y B.1.499. También se encontraron las
variantes N.3y N. 5. Enlas SE 27 y 28, el 18% de las muestras analizadas fueron N.3, mientras
que en las SE 51-53, el 5% de las muestras estudiadas fueron N.5. En el resto del pais, no se
reportd la aparicion de N.3 hasta el periodo 2021, por ejemplo, en la SE 6 en Cérdoba,
indicando una posible importacion directa desde el exterior de esta variante a la Regidn
Sanitaria VIII. La variante N.5 no fue reportada en la vigilancia en otras regiones, aparicién que

también es una caracteristica de la Regién de la Regién Sanitaria VIII.

El 15 de enero del afio 2021 (SE 2), se reportd el ingreso al pais de la variante Alpha. Unos
dias después, el 18 de enero, se reportd en AMBA la presencia de la variante P.2 (Rio de
Janeiro). En el mes de abiril, las variantes de preocupacion llegaron al 32%, otras variantes de
interés al 8% vy la variante C.37 derivada de B1.1.1 al 9%. En la SE 18 del 2021, en la region
central del pais se encontré una distribucién similar de Alpha (32%) y P.1 /Manaos (68%). Entre
las SE 27 a 43, las variantes Gamma y Lambda se establecieron como mayoritarias en
Argentina. Posteriormente, a partir de la SE 37, se reportaron casos de variante Delta,
principalmente en el centro de pais. De este modo, confirmamos que la distribuciéon de

variantes en nuestra Regidn Sanitaria fue similar a lo reportado en el resto de Argentina.

La provincia de Buenos Aires, Argentina, fue una de las primeras jurisdicciones del pais en

comenzar la vacunacién contra el COVID-19. El 29 de diciembre de 2020, se aplicaron las
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primeras dosis de la vacuna Sputnik V al personal de salud de la provincia. En los primeros

meses de la campafia de vacunacion, el ritmo de aplicacién de dosis fue lento y se acelerd a

partir del segundo semestre de 2021. Esto se debid a la llegada de mas vacunas al paisy a la

implementaciéon de un plan de vacunacion mas eficiente. A finales de 2021, el 70% de la

poblacién de la provincia de Buenos Aires habia recibido al menos una dosis de la vacuna

contra el COVID-19.

Las principales limitaciones de nuestro trabajo fueron:

1-

3-

Faltante de datos en SISA: no se pudieron recabar todos los datos demograficos,
clinicos y de evolucidn (fallecidos) o resolucién de la enfermedad completos para todas
las muestras estudiadas. Esto llevd a que muchos andlisis no pudieran realizarse de
manera completa, y que algunos otros directamente no pudieran realizarse, como la
descripcién de casos graves internados o la estimacion de los fallecidos en nuestra
poblacién de estudio. Por este motivo tampoco pudo analizarse si hubo algun linaje o
variante de SARS-CoV-2 asociada a mayor gravedad o letalidad.
Diferencia en el nUmero de muestras secuenciadas durante 2020 y 2021: durante el
afo 2020 sdélo se seleccionaron 48 muestras como posibles candidatas para
secuenciacion, muy inferior a las 402 enviadas durante 2021. Si bien consideramos que
el nimero de secuencias obtenidas no fue completamente representativo de la
poblacion de la region, creemos que durante 2021 tuvimos una mejor
representatividad y esto haya sido en beneficio de una mejor descripcion
epidemioldgica en 2021.
Tanto en la recepcién de muestras para la detecciéon de genoma de SARS-CoV-2, como
en el envio de muestras a las plataformas de secuenciacion desde nuestro laboratorio a
CABA, la logistica de transporte y movilizacion de muestras pudo haber afectado la
calidad de las muestras respiratorias y del genoma viral. Esto podria haber sido la causa
para que algunas de las muestras enviadas a secuenciar no pudieran obtenerse

satisfactoriamente.

A pesar de las limitaciones descriptas anteriormente, los datos obtenidos del sistema SISA

junto con los resultados viroldgicos de deteccién de SARS-CoV-2 y de secuencias, nos

permitieron realizar una descripcidon epidemioldgica general y molecular de este virus

pandémico en la Region Sanitaria VIII durante los afios 2020 y 2021.
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6. Conclusiones
Con respecto a la Hipdtesis de trabajo establecida en esta Tesis: “La vigilancia epidemioldgica
activa de muestras respiratorias obtenidas en la Region Sanitaria VIII permitird establecer los
modelos de circulacion viral, describir los linajes virales circulantes, y evaluar la presencia de
variantes de interés (VOI) y de variantes de preocupacion (VOC), o la aparicion de nuevos

linajes o variantes en la zona del Sudeste de la Provincia de Buenos Aires, Argentina.”

Pudimos comprobar que la introduccién de diferentes linajes y variantes de SARS-CoV-2 en
la Region Sanitaria VIl se correlaciond con el aumento de casos durante las dos olas y el
rebrote de verano, detectado durante 2020 y 2021. Las variaciones que se produjeron en el
genoma viral no afectaron a la eficacia de los métodos diagndsticos recomendados por OMS
y aprobados por ANMAT disponibles en Argentina y utilizados durante el proyecto, y

continuaron siendo efectivos para detectar a todas las variantes de SARS-CoV-2.
A partir del desarrollo de este trabajo podemos concluir que:

e Este estudio contribuyé al conocimiento de la epidemiologia de SARS-CoV-2 durante
los dos primeros afios de pandemia, incluyendo la descripcidn de su frecuencia vy las
variantes de interés y preocupacion en la region sanitaria VIIl de la Provincia de Buenos

Aires, Argentina.

e Untercio de las 120421 muestras respiratorias analizadas fueron positivas para SARS-

CoV-2.

e Se determinaron cinco variantes de interés epidemiolégico: las variantes de
preocupacion “VOC”: ALPHA, GAMMA, DELTA, EPSILON y la variante de interés “VOI”:
LAMBDA, sobre un total de 371 muestras, con una dindmica de circulacién de linajes

similar a la reportada en el resto del pais.

Con el fin de dar una rapida respuesta a la necesidad de informacion sobre la epidemiologia
viral del virus emergente SARS-CoV-2, fue imprescindible la interaccién de grupos
multidisciplinarios del Ministerio de Salud y del Ministerio de Ciencia, Tecnologia e
Innovacidn, para la toma de medidas sanitarias eficaces que contribuyeron al control de la
transmisiéon, demostrando las fortalezas y oportunidades del sistema cientifico de nuestro pais
y la formacién de recursos humanos para interpretar los resultados y establecer hipdtesis en

el contexto de la Epidemiologia Molecular.
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8. Anexo

8.1 Anexo 1. Aprobacion del proyecto por el Comité de Etica Institucional

Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2021 — Ao de Homenaje al Premio Nobel de Medicina Dr. César Milstein.

Mar del Plata, 30 de septiembre de 2021

De acuerdo con lo establecido en la normativa vigente y las guias internacionales en ética de la
investigacion epidemiologica (Resolucion Ministerial 1.480/2011 — pautas CIOMS 2016 - Disposicion
ANMAT 6677/10 -Ley 26994/14-CODIGO CIVIL Y COMERCIAL DE LA NACION), este Comité ha
evaluado el proyecto de investigacion que a continuacion se detalla.

Titulo del proyecto: Epidemiologia molecular de coronavirus SARS-CoV-2 en Mar del Plata y zonas
aledanas.

Investigador principal: Lic. Carlos CIMMINO
Caodigo del protocolo: (CIMMINO 05/2021)

Institucién donde se desarrollara:

a. Servicio de Virologia y Centro Nacional de Referencia para la Vigilancia Epidemioldgica del
Virus Influenza y Centro Nacional de Influenza de OMS, Instituto Nacional de Epidemiologia Dr. Juan
H. Jara. Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud ANLIS. Ituzaingo 3520, Mar del
Plata (7600), Buenos Aires, Argentina

b. Catedra de Virologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires.
Junin 954, CABA (1113), Argentina

c. Centro de Investigaciones Bionanociencias (CIBION CONICET). Godoy Cruz 2390,
C1425FQD CABA.

Luego de evaluar los aspectos éticos y metodolégicos de la version 05/2021 del protocolo mencionado
(Codigo:Cimmino-05/2021), el Comité de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de
Epidemiologia “Juan H. Jara” con sede en la calle Ituzaingo 3520 de Mar del Plata, que cumple
con el reglamento de Registro y Acreditacién de Comités Institucionales de Etica en la
Investigacion, Registro N° 059/2016, FOLIO 107 DEL Libro de Actas N°2, con fecha
02/09/2016 (Cddigo:Cimmino-05/2021), considera que:

Luego de haber evaluado el CV y la carta compromiso del investigador/ra, éste/a retine
las capacidades estipuladas en R.M 1480, P3 para llevar a cabo el proyecto: Epidemiologia molecular
de coronavirus SARS-CoV-2 en Mar del Plata y zonas aledafas.

%g Lnggg?gg,vﬂ%i‘ggﬁ @ ANLIS MALBRAN @ Ministerio de Salud

“Dr. Juan H. Jara" Presidencia de la Nacién
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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2021 - Afo de Homenaje al Premio Nobel de Medicina Dr. César Milstein.
En cuanto al protocolo, retne la informaciéon necesaria, clara y suficiente y desde el

punto de vista social y cientifico la investigacion reline los requisitos establecidos en la R.M 1480; P1y
P2. No vulnera ninguno de los principios basicos éticos contenidos en dicha Resolucién ni de los
derechos humanos contenidos en la Declaracion Internacional sobre Datos Genéticos Humanos, Art, 1
inciso A, ni lo establecido en La Declaracion de Helsinki de la Asociacién Médica Mundial (2013) en los
puntos 6 y 22.

La eleccion de la/los participantes y la metodologia propuesta por el investigador en su
protocolo, resulta adecuada, ya que la misma encuadra la tematica propia de la ciencia de la salud y
los objetivos propuestos, tal como resulta propuesto en la R.M 1480, P12.

Respecto del Consentimiento Informado:

El procedimiento para la obtencién del Cl, cumple con lo referido a la R.M 1480, puesto
que su obtencion es la apropiada y garantiza lo establecido en A3; P6, P7 y P8, de la mencionada
Resolucion Ministerial. Como asi también el cumplimiento de los puntos A, B, C, y D referidas a la
obtencion de muestras biolégicas contenidas en la misma Resolucion Ministerial, y lo establecido en
La Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial (2013) puntos 25 y 26, observandose el
cumplimiento con la Ley 25326, Articulos 6y 7, y el Dictamen 046/2011, Inciso 1, a, d,

La confidencialidad y la privacidad de los datos de los/las sujetos participantes estan
garantizadas por el/la investigador/a de manera explicita, conforme a lo establecido por R.M 1480, en
AB, Confidencialidad de la Informacion, P13 como asi también el inciso 1 punto h del Dictamen
046/2011 y la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial (2013) punto 24.

El/La investigador/a asume el compromiso de enviar a este Comité los informes de
avance y el informe final del protocolo conforme se establece en; La Declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial (2013) punto 23,

Por ello, se DICTAMINA:

peemseasiey @) ANLIS MALBRAN @MinisteriodeSalud

“Dr. Juan H. Jara" Presidencia de la Nacion
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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2021 - Afio de Homenaje al Premio Nobel de Medicina Dr. César Milstein.

Que efectuadas las consideraciones que anteceden y en cumplimiento con lo
establecido en la R. M 1480, A2, P4, P5 se califica como aceptable desde el punto de vista bioético
referido al proyecto de investigacién: Epidemiologia molecular de coronavirus SARS-CoV-2 en Mar del Plata
y zonas aledafias, en su version 05 traido a consideracion de este Comité.

Nota: Para cada instancia de evaluacion, es requisito que se envie a este comité el protocolo completo
con las modificaciones sugeridas (protocolo, instrumentos de recolecciéon de datos, consentimiento y
asentimiento informado segun corresponda). También se requiere que se agregue a continuacién del
titulo del trabajo el nimero correlativo siguiente a la versién anterior.

Investigador principal: Carlos Cimmino (Codigo: Cimmino 05/2021)

LNESTE';%gpﬁﬁngiAAL. @ ANLIS MALB RAN @ Ministerio de Salud
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8.2 Anexo 2. Listado de secuencias de la regién parcial del gen S con los linajes asignados

segun las posiciones marcadoras (mutaciones), Regidén Sanitaria VIII.

Nombre sec Fecha mtra | Linaje | Mutaciones
PAIS-S-A01419 2021-04-11 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A01418 2021-04-11 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A01416 2021-04-11 NO_voC T478K P681H T732A
PAIS-S-A01415 2021-04-11 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A01413 2021-04-11 C.37 L452Q F490S ,2169 silente
PAIS-S-A01412 2021-04-11 B.1.427 L4A52R
PAIS-S-A01411 2021-04-11 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A01410 2021-04-11 B.1.427 L452R
PAIS-S-A01409 2021-04-11 C.37 L452Q F490S ,2169 silente
PAIS-S-A01408 2021-04-11 P.1 E4A84K N501Y H655Y
PAIS-S-A01407 2021-04-11 B.1.427 L452R
PAIS-S-A01406 2021-04-11 NO_VOC c.1629 silente
PAIS-S-A01404 2021-04-11 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A01403 2021-04-11 NO_voC

PAIS-S-A1555 2021-04-19 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A1540 2021-04-19 C.37 L452Q F490S c,2169 silente

PAIS-S-A1547 2021-04-20 C.37 L452Q F490S c,2169 silente

PAIS-S-A1543 2021-04-20 C.37 L452Q F490S ,2169 silente

PAIS-S-A1544 2021-04-20 C.37 L452Q FA90S c,2169 silente

PAIS-S-A1553 2021-04-20 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A1541 2021-04-20 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A1550 2021-04-20 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A1549 2021-04-20 NO_vOC

PAIS-S-A1556 2021-04-21 B.1.1.7 N501Y  A570D P681H T716l

PAIS-S-A1551 2021-04-21 C.37 L452Q F490S c,2169 silente

PAIS-S-A1542 2021-04-21 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A1552 2021-04-21 C.37 L452Q F490S c,2169 silente

PAIS-S-A1548 2021-04-22 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A2046 2021-05-29 c.37 L452Q F490S  2169c>T

PAIS-S-A2061 2021-05-29 c.37 L452Q F490S  2169c>T

PAIS-S-A2045 2021-05-30 P.1 E484K N501Y HB55Y

PAIS-S-A2060 2021-05-30 P.1 E484K N501Y HB55Y

PAIS-S-A2064 2021-05-31 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A2052 2021-05-30 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A2062 2021-05-31 B.1.1.7 N501Y  AS570D P681H T716l

PAIS-S-A2050 2021-05-31 c.37 L452Q F490S  2169c>T

PAIS-S-A2051 2021-06-01 P.1 E484K N501Y HB55Y

PAIS-S-A2048 2021-05-31 P.1 E484K N501Y HB55Y

PAIS-S-A2057 2021-05-31 P.1 E484K N501Y HB55Y

PAIS-S-A2063 2021-05-31 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A2059 2021-05-31 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A2053 2021-06-01 c.37 L452Q F490S  2169c>T

PAIS-S-A2044 2021-06-01 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A2043 2021-06-01 P.1 E484K N501Y HB55Y

PAIS-S-A2054 2021-06-01 c.37 L452Q F490S  2169c>T
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Nombre sec Fecha mtra Linaje Mutaciones
PAIS-S-A2056 2021-06-01 C.37 1452Q F490S 2169¢>T
PAIS-S-A2047 2021-06-02 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2049 2021-06-02 c.37 L452Q F490S 2169¢>T A706P
PAIS-S-A2055 2021-06-02 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2058 2021-06-02 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2234 2021-07-02 P.1 E484K N501Y H655Y Q675H
PAIS-S-A2238 2021-07-02 P.1 E484K N501Y H655Y 2025g>A
PAIS-S-A2231 2021-07-02 C.37 L452Q F490S 2169c>T
PAIS-S-A2233 2021-07-02 C.37 L452Q F490S 2169c>T
PAIS-S-A2235 2021-07-02 C.37 L452Q F490S 2169¢>T 1629c>T
PAIS-S-A2242 2021-07-03 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2240 2021-07-03 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2241 2021-07-03 C.37 L452Q F490S 2169¢c>T
PAIS-S-A2239 2021-07-03 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2243 2021-07-03 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2237 2021-07-02 B.1.1.7 N501Y A570D P681H T716l
PAIS-S-A2236 2021-07-02 P.1 E484K N501Y H655Y Q675H
PAIS-S-A2232 2021-07-02 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2230 2021-07-02 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2245 2021-07-04 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2244 2021-07-04 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2520 2021-07-31 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2503 2021-07-31 B.1.1.7 N501Y A570D P681H T716l
PAIS-S-A2507 2021-07-31 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2504 2021-07-31 c.37 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2521 2021-07-31 P.1 1452Q F490S 2169¢>T
PAIS-S-A2514 2021-07-31 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2515 2021-07-31 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2508 2021-07-31 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2505 2021-07-31 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2519 2021-07-31 C.37 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2501 2021-07-31 P.1 1452Q F490S 2169¢>T T678I
PAIS-S-A2512 2021-07-31 P.1 1452Q F490S 2169c¢>T c.1461 silente
PAIS-S-A2506 2021-07-31 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2511 2021-07-31 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2513 2021-07-31 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2502 2021-08-02 P.1 E484K N501Y H655Y L552F
PAIS-S-A2518 2021-08-02 C.37 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2509 2021-08-01 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2516 2021-08-01 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2517 2021-08-02 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2510 2021-08-02 P.1 E484K N501Y H655Y
>
PAIS-5-A2668 0814 C3 1452 F490S  2169¢>T C'C’lff:;t fcy
PAIS-S-A2669 2021-08-14 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2670 2021-08-14 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2671 2021-08-14 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2667 2021-08-14 P.1 E484K N501Y H655Y
PAIS-S-A2672 2021-08-14 P.1 E484K N501Y H655Y Q675
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Nombre sec Fecha mtra Linaje Mutaciones

PAIS-S-A2673 2021-08-18 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A2674 2021-08-18 C.37 L452Q F490S 2169c>T

PAIS-S-A2763 2021-08-28 B.1.1.7 N501Y A570D P681H T716I
PAIS-S-A2775 2021-08-28 P.1 E484K N501Y H655Y A623V
PAIS-S-A2772 2021-08-28 P.1 E484K N501Y H655Y A623V
PAIS-S-A2764 2021-08-28 P.1 E484K N501Y H655Y 1869 t>C silente
PAIS-S-A2768 2021-08-28 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A2766 2021-08-28 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A2774 2021-08-28 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A2776 2021-08-29 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A2773 2021-08-31 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A2769 2021-08-30 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A2767 2021-08-30 P.1 E484K N501Y H655Y Q675H
PAIS-S-A2777 2021-08-31 P.1 E484K N501Y H655Y 1869 t>C silente
PAIS-S-A2765 2021-08-31 B.1.1.7 N501Y A570D P681H T716l
PAIS-S-A2771 2021-08-31 P.1 E484K N501Y H655Y Q675H
PAIS-S-A2770 2021-08-31 P.1 E484K N501Y H655Y

PAIS-S-A2916 2021-09-14 P.1 E484K N501Y H655Y Q675H
PAIS-S-A2917 2021-09-15 P.1 E484K N501Y H655Y Q675H
PAIS-S-A2918 2021-09-15 P.1 E484K N501Y H655Y Q675H
PAIS-S-A2919 2021-09-15 P.1 E484K N501Y H655Y Q675H
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8.3 Anexo 3. Detalle del arbol filogenético con las secuencias de SARS-CoV-2 de muestras

de la Region Sanitaria VIII, comparado con secuencias de genoma completo de referencia de

cada linaje.

Se indican las secuencias obtenidas en este trabajo en color magenta. Las secuencias de referencia
utilizadas se indican en negro. En los nodos se muestran los valores de Bootstrap.

hCo\-19/Argentina/INEI110397/2021|EPI_ISL_A694680[2021-08-30]Lin_P.1.15
hCo\-19/ArgentinaiNEI110921/2021|EPI_ISL_56559942021-09-01|Lin_P.1.15
hCo\/-19/ArgentinaNE110308/2021|EPI_ISL_A694681]2021-08-30]Lin_P.1.15
hCo\-19/Argentina/INEI110398/2021|EPI_ISL_6694682{2021-08-30]Lin_P.1.15
hCoV-19(Argentina/INEH 10400/2021|EPI_ISL_6694683(2021-08-30|Lin_P.1.15
hCoV-19/AmgentinaNEI110918/2021 [EPI_ISL_6624749]2021-09-01Lin_P.1.15
hCoV-19/ArgentinaINEH 10819(2021|EPI_ISL_5656323/2021-08-01]lin_P.1.15
hCav-19/Argentina/INEH 10917/2021(EPI_ISL_5656306|2021-09-01|Lin_P.1.15
o | nCov-190amgentinaliNEH 10820/2021|EPI ISL_5656281/2021-08-01|Lin_P.1.15
hCoV-19/Argentina/INEN 10922/2021|EP]_ISL_56559952021-09-01|Lin_P.1.15
hCoV-19/argentinaiNEI 110816/2021]EP]_ISL_5655393(2021-09-01|Lin_P.1.15
hCoV-18AmentinalNEI1INAZ3202IEPI 181 _5655996(2021-08-01lLin. P.1.15
hCoV-18/Amentina/INEI1 10382/2021|EPI_ISL_B694B68/2021-08-11|Lin_P.1.15
hCoV-19/Argentina/INEI103809/2021|EP1_ISL_2136006|202104-05|Lin_P.1.15
hCoV-19/Argentina/NEI108275/2021|[EPI_ISL_4083499|2021-07-08|Lin_P.1.15
| hCoV-19/ArgentinaNEI106624/2021|EP|_ISL_40B2RR4{2021-05-22{Lin_P1.15
| hCoV-19/AmentinaNEI 06228/2021|EPI_ISL_4082617]2021-05-30|Ln_P.1.15
hCoV-19/ArgentinalNEH 09358/Z021]EPI_ISL_5158794|2021-07-27|Lin_P1.15
hCov-19/ArgentinaINEI110927/2021|EPI_ISL_5656044/2021-08-02{Lin_P.1.15
hCoV-19/AmgentinaINE1 1083592021 [EP1_ISL_5158795[2021-08-01|Lin_P.1.15
hCoV-19/Argentina/lNEI106620/2021|EP1_ISL_4082882|2021-06-16/Cin_P.1.15
] hCoV-19/AmentinaiNEI06625/2021|EPI_ISL_4082885{2021-06-10{Lin_P1.15
100 $— KCoV-19/AmentinaINEI107261/2021|EP|_ISL_4083145]2021-06-24|Lin_P.1.15
s hCoV-19¥AmentinaINEIM07269/2021[EPI_ISL_4083148[2021-07-02|Lin_P.1.15
L hCoV-19/rgentna/iNEI110924/2021|EPI_ISL_5656043(2021-06-28|Lin_P.1.15
hCoV-19/ArgentinaINEI107268/2021|EP]_ISL_NA|2021-07-D2)Lin_P.1.15
100 hCoV-1%/AmgentinalNE|110388/2021 [EFT_ISL_NAJ2021-08-25(Lin_P.1.15
1 hcov- 18iArgentinalNEH 10389/2024|EPI_ISL_5159196/2021-08-25]Lin_P.1.15
L hCoV-19/Argentina/iNEI1D6226/2021|EPI_ISL_4082615/2021-05-26/Lin_P.1.15
L P.1.15hCoV-19Argentina/lINEH 041482021|EPI_ISL,_2136115[2021-04-16/Argentinalla_Pampa
| ———— hCov-1al inafINEH0B622/2021|EP|_ISL_MA[2021-06-11|Lin_P1.15
hCoV-19/AmentinaNEN07263/2021|EP|_ISL_NA2021-06-24|Lin_P.1.15
hCov-19/Argentina/lNEIM0G227/2021|EPI_ISL_4082616[2021-05-26]Lin P.1.15
hCoV-19(Argentina/NEI1(9357/2021(EPI_ISL_5158793|2021-07-29|Lin_P.1.15
hCoV-19/Argentina/NEN 09847/2021|EPI_ISL_5159108)2021-08-11|Lin_P.1.15
00, hCoV-19/Amgentina/INEI106231/2021|EP]_ISL_BER4367]2021-06-04)Lin_P.1.15
hCoV-18/Argentina/INEH07262/2021|EP]_ISL_#694379[2021-06-25|Lin_P.1.15
hCoV-18/Argentina/INEH 10394/2021|EPI_ISL_6694678[2021-08-25]Lin_P.1.15
RCoN-19/Amenting/INELLOE3320IER], 131 NA)2021-04-23Lin P13
\g: P.1.15[hCoV-19Chile/PUC._MVL_104%2021|EPI_ISL_272R595(2021-03-11|Chie
P.1.15|hCoV-19/ChilelPUC_MVL_S86/2021|EPI_ISL_2728544{2021-04-12|Chille
.anmr 19/Agentina/INEIT08292/2021[EP1_ISL. NAJ2021-07-D6|Lin_P.1.15
1 hCoV-19ArgentinaINEHOB299(2021|EP]_ISL_NA|2021-07-06|Lin_P.1.15
1 nCov-19/Argentina\NEI108290/2021|EPI_ISL_NA|2021.07-06[Lin_P.1.15
hCoV-19/Argentina/INEI08288/2021|EPI_ISL_NAJ2021-07-08]Lin_P.1.15
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Arbol de maxima verosimilitud de las secuencias de genoma completo de SARS-CoV-2 de la
Regidén Sanitaria VIII, obtenidas durante los afnos 2020-2021. Las secuencias de estudio y los

linajes detectados se indican en colores. Los valores de bootstrap se indican en los nodos (1000
pseudorréplicas).
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