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RESUMEN

Introduccion: La aparicién de mdltiples variantes del SARS-CoV-2 durante la pandemia de COVID-19 es
motivo de gran preocupacién mundial. Hasta el momento, su andlisis se ha centrado principalmente
en la secuenciaciéon de nueva generacion. Sin embargo, esta técnica es costosa y requiere equipos sofis-
ticados, largos tiempos de procesamiento y personal técnico altamente cualificado con experiencia en
bioinformatica. Para contribuir al analisis de variantes de interés y de preocupacién, aumentar la capa-
cidad diagnéstica y procesar muestras para realizar vigilancia genémica, proponemos una metodologia
rapida y facil de aplicar, basada en la secuenciacién Sanger de 3 fragmentos del gen que codifica para la
proteina espiga.
Métodos: Se secuenciaron 15 muestras positivas para SARS-CoV-2 con un valor de umbral de ciclo inferior
a 25 por metodologias Sanger y secuenciacién de nueva generacién. Los datos obtenidos fueron analizados
en las plataformas Nextstrain y PANGO Lineages.
Resultados: Ambas metodologias permitieron identificar las variantes de interés reportadas por la OMS.
Se identificaron 2 muestras como alfa, 3 gamma, una delta, tres mu, una émicron y 5 cepas cercanas al
aislado inicial del virus Wuhan-Hu-1. Segtin el andlisis in silico, también se pueden detectar mutaciones
clave para identificar y clasificar otras variantes no evaluadas en el estudio.
Conclusion: Los diferentes linajes de interés y preocupacién de SARS-CoV-2 se clasifican de forma rapida,
agil y fiable con la metodologia de secuenciacién de Sanger.
© 2022 Los Autores. Publicado por Elsevier Espafia, S.L.U. en nombre de Sociedad Espaiiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC
BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Validation of a new strategy for the identification of SARS-CoV-2 variants by
sequencing the spike gene by Sanger

ABSTRACT

Introduction: The emergence of multiple variants of SARS-CoV-2 during the COVID-19 pandemicis of great
world concern. Until now, their analysis has mainly focused on next-generation sequencing. However,
this technique is expensive and requires sophisticated equipment, long processing times, and highly
qualified technical personnel with experience in bioinformatics. To contribute to the analysis of variants
of interest and variants of concern, increase the diagnostic capacity, and process samples to carry out
genomic surveillance, we propose a quick and easy methodology to apply, based on Sanger sequencing
of 3 gene fragments that code for protein spike.

Methods: Fifteen positive samples for SARS-CoV-2 with a cycle threshold below 25 were sequenced
by Sanger and next-generation sequencing methodologies. The data obtained were analyzed on the
Nextstrain and PANGO Lineages platforms.
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Results: Both methodologies allowed the identification of the variants of interest reported by the WHO.
Two samples were identified as Alpha, 3 Gamma, one Delta, 3 Mu, one Omicron, and 5 strains were close
to the initial Wuhan-Hu-1 virus isolate. According to in silico analysis, key mutations can also be detected
to identify and classify other variants not evaluated in the study.
Conclusion: The different SARS-CoV-2 lineages of interest and concern are classified quickly, agilely, and
reliably with the Sanger sequencing methodology.
© 2022 The Authors. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. on behalf of Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. This is an open access article under the CC BY-NC-ND

license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducciéon

Elsindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-
2) es un coronavirus que surgié en 2019 y es el responsable de la
actual pandemia denominada enfermedad por coronavirus 2019
(COVID-19)'. Hasta la fecha, la COVID-19 se ha convertido en una
amenaza para la salud puablica mundial, causando aproximada-
mente 405 millones de infecciones y 5,8 millones de muertes en
el mundo?.

El diagnéstico temprano es crucial para controlar la propagacion
de COVID-19. La deteccién molecular del acido nucleico de SARS-
CoV-2 mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por
polymerase chain reaction) en tiempo real es considerada el estandar
de oro. Sin embargo, puede afectarse por mutaciones del virus en las
regiones 5'(UTR), ORF1ab, espiga (S), membrana y nucleocapside>*,
que favorecen el incremento en la tasa de falsos negativos®.

Las mutaciones en el genoma de SARS-CoV-2 generan cambios
en las estructuras de las proteinas, afectando su virulencia, trans-
misibilidad y antigenicidad®’. Por lo tanto, la vigilancia genémica
del virus ha sido esencial para detectar tempranamente variantes
de interés (VOI, por variant of interest) o de preocupacion (VOC, por
variant of concern). Todas las variantes presentan mutaciones en
el gen de la proteina S#, por lo tanto, la mayoria de las estrategias
terapéuticas y el desarrollo de vacunas se han centrado en este gen.

La deteccién de las diferentes mutaciones y la tipificacién de
las variantes se realiza por secuenciacién de nueva generacién
(NGS, por next generation sequencing) del genoma completo de
SARS-CoV-2. Las secuencias del virus son depositadas en la base
de datos Global Initiative on Sharing All Influenza Data EpiCoV™,
con el fin de compartir informacién genética de muestras positivas
para SARS-CoV-28. Asi mismo, existen plataformas que permiten
realizar andlisis genémicos y filogenéticos de las variantes, como
Nextstrain®.

Aunque las técnicas de NGS son cruciales parala vigilancia mole-
cular, exigen un alto grado de experiencia técnica, conocimientos
en bioinformdtica y acceso a costosos equipos, que dificultan su
uso masivo. Por lo anterior, se han disefiado otras metodologias,
como secuenciacién Sanger y PCR en tiempo real, como pruebas de
tamizaje de variantes>10,

En Colombia, las actividades de caracterizacién y vigilancia
gen6émica de SARS-CoV-2 estan centralizadas en el Instituto Nacio-
nal de Salud. Sin embargo, con el objetivo de contribuir a la
vigilancia genémica, aumentar la capacidad diagnésticay el flujo de
trabajo simple, y mejorar el seguimiento de variantes en el menor
tiempo posible, proponemos un método basado en secuenciacién
Sanger de 3 fragmentos que cubren parcialmente el gen que codifica
para la proteina S para detectar VOI y VOC.

Métodos
Seleccion de diana genémica y disefio de cebadores
Se utiliz6 la secuencia de referencia de SARS-CoV-2, GenBank:

NC.045512, y el software NCBI-Primer BLAST (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, https://www.ncbi.nlm.nih.

gov/genbank/) para disefiar los cebadores. La calidad del disefio
de los oligonucleétidos fue evaluada por OligoAnalyzer v3.1
(https://www.idtDNA.com/calc/analyzer). La especificidad de los
cebadores se verificé mediante analisis de prediccién in silico con
la herramienta de btisqueda de alineacién local basica en linea
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Simulacién in silico de deteccion de variantes de interés y
preocupacion

Se realizé la simulacién de las posibles mutaciones en la
secuencia de aminodcidos de la proteina S del GenBank. Se
obtuvieron las secuencias de referencia de las VOC (alfa, beta,
gamma, delta y 6micron) y VOI (lambda y mu). Se alinearon
con el programa Sequencher 5.4.6 (Gene Codes Corporation) y
la identificacién de las variantes se realizé con el programa web
Nextstrain-Nextclade Web 1.10.0, Nextclade CLI 1.7.0 (2021-12-09)
(https://clades.nextstrain.org/).

Muestras de pacientes positivos para SARS-CoV-2

Para el tamizaje de variantes de SARS-CoV-2, se seleccionaron
15 muestras clinicas de pacientes de Medellin (Colombia) conresul-
tado positivo por PCR en tiempo real para COVID-19 entre el afio
2020 y el 2021 con un valor de umbral de ciclo menor de 25. Las
muestras fueron procesadas previamente mediante el protocolo de
Charité-Berlin modificado, estandarizado y validado en el Laborato-
rio Integrado de Medicina Especializada''. Las muestras se tomaron
siguiendo los lineamientos del Ministerio de Salud y Proteccién
Social'2.

Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

El ARN se obtuvo utilizando sistemas de extraccién automati-
zada con tecnologia de magnetos, KingFisher™ Duo Prime System
(Thermo Fisher Scientific Inc., EE. UU.) con el kit MagMAX™
Viral/Pathogen Nucleic Isolation (Thermo Fisher Scientific Inc., EE.
UU.). Igualmente, se realizaron extracciones manuales de algunas
muestras con el Quick-RNA Viral Kit (Zymo Research, EE. UU.).
El ARN total se convirti6 en ADNc utilizando el kit TruScript™
First Strand cDNA Synthesis (Norgen,Thorold, Canada), siguiendo
las recomendaciones del fabricante.

PCR convencional para la deteccion de fragmentos de SARS-CoV-2

Se realizaron 3 PCR convencionales independientes. Las condi-
ciones de reaccién fueron: 2 pl Taq DNA Polymerase PCR Buffer 10X
(Invitrogen, EE. UU.), 1,2 ul MgCl, 50 mM (ThermoFisher Scientific
Inc., EE. UU.), 2 pl ANTP Mix 10 mM (Thermo Fisher Scientific Inc.,
EE. UU.), 0,3 nl cebadores sentido y antisentido 20 wM, 0,16 .l Pla-
tinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, EE. UU.) y 2 ul de ADNc
para un volumen final de 20 .l por muestra.

Las condiciones de termociclado fueron: 94 °C x 5 min, seguido
de 35 ciclos a 94°Cx30s, 60°Cx45s (excepto fragmento 3,
61°C x 455)y 72 °C x 3 min. Finalmente, un cicloa 72 °C x 7 min. Se
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Tabla 1
Lista de cebadores disefiados

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica 41 (2023) 284-289

GenS Nombre cebadores Secuencia Posicion Tm (°C) Tamafio amplicén (bases)
Fragmento 1 LIMEF1 FW ACCAGAACTCAATTACCCCCTG 21620-21641 62,5 1.683
LIMEF1 RV CTGTGGATCACGGACAGCAT 23302-23283 62,1
Fragmento 2 LIMEF2 FW CTATCAGGCCGGTAGCACAC 22978-22997 62,4 1.760
LIMEF2 RV CATGAGGTGCTGACTGAGGG 24737-24718 63,8
Fragmento 3 LIMEF3 FW GACTAATTCTCCTCGGCGGG 23593-23612 63,6 1.484
LIMEF3 RV TGCCAGAGATGTCACCTAAATCA 25076-25054 60,1

Tm: temperatura de fusién (melting).

utilizé el termociclador ProFlex™ 3 x 32-well PCR System (Applied
Biosystems™, EE. UU.) y los productos se visualizaron en un gel de
agarosa al 2%.

Secuenciacion por Sanger y andlisis de variantes

Los productos de PCR fueron cuantificados, diluidos a 40 ng/u.l
y purificados con ExoSAP-IT™ for PCR Product Clean-Up
(Applied Biosystems, Lithuania). Posteriormente, se secuenciaron
en ambas direcciones utilizando el kit BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems/Hitachi High Technologies,
Japan))y se purificaron con el kit BigDye® XTerminator™ Purifica-
tion Kit. Finalmente, se realiz6 la electroforesis capilar en el equipo
Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems, Lithuania). Las secuen-
cias consenso se generaron usando Sequencher 5.4.6 (Gene Codes
Corporation, EE. UU.).

Para confirmar los resultados obtenidos de la secuenciacién
por Sanger, las muestras también fueron analizadas en la Uni-
dad de Secuenciamiento de la Universidad de Antioquia, con el
apoyo de los grupos PECET-Inmunovirologia, de la misma univer-
sidad, mediante NGS usando los sistemas iSeq™ 100 (Illumina,
EE.UU.), MiSeq™ (Illumina, EE.UU.) y Oxford Nanopore MinION
(Oxford Nanopore Technologies, Reino Unido). La nomenclatura de
variantes se realiz6 de acuerdo con el programa en linea Nextstrain-
Nextclade Web 1.10.0, Nextclade CLI 1.7.0 (2021-12-09) y PANGO
Lineages (https://cov-lineages.org/).

Andlisis estadisticos

Los datos de las mutaciones fueron tabulados y se analizaron
utilizando el programa GraphPad Prism v7.04. La concordanciade la
determinacién de variantes entre la secuenciacién por Sanger y por
NGS se calculé mediante el indice kappa, considerando NGS como
el estindar de oro y definiendo 2 posibles categorias (presente o
ausente) en relacién con las mutaciones o cambios evidenciados
en la proteina S.

Resultados

Se diseflaron 3 pares de cebadores que inician en la posicién
21.620y terminan en la posicién 25.076 de la secuencia de referen-
ciaNC_045512 del gen S del virus SARS-CoV-2, los cuales se listan en
la tabla 1. Los amplicones generados se superponen entre siy gene-
ran un producto de 3.434 pb con una cobertura teérica del 89,9% del
gen S (3.822 pb), como también se aprecia en la figura 1.

Segtn el analisis in silico, las mutaciones presentes en las varian-
tes reportadas hasta la actualidad no interfieren en el rendimiento y
amplificacién de los fragmentos. No obstante, se identificé un cam-
bio de un solo nucleétido en el cebador LIMEF3 FW que amplifica
el fragmento 3.

Andlisis in silico de variantes de interés y preocupacion

Se realizé analisis in silico de las VOI y VOC reportadas hasta la
actualidad en el Tracking SARS-CoV-2 variants de la Organizacién

Mundial de la Salud. Teéricamente, con la metodologia de San-
ger se pueden detectar las mutaciones especificas S:G75V, S:T76],
S:F490S y S:T859N, y 7 deleciones de la variante 21G (lambda) que
corresponden al linaje C.37. En el caso de la variante mu, es posible
detectar las mutaciones relevantes S:R346K y S:Y144S, al igual que
las 7 mutaciones también reportadas en las otras VOI 'y VOC.

Para las VOC, en alfa, los resultados mediante Sanger identi-
ficaron las mutaciones especificas S:A570D, S:T7161 y S:S982A.
Sin embargo, no se podria detectar la mutacién ubicada en el
aminoacido 1118 (S:D1118H). En el caso de la variante beta, se
pueden detectar las mutaciones S:D80A y S:D215G y las delecio-
nes S:L241-, S:L242- y S:A243-, y en gamma, se pueden detectar
las variantes S:D138Y, S:R190S y S:T10271. Para la variante delta,
se podrian detectar las mutaciones compartidas por el clado 21A
y 21]J (S:R158G, E156- y S: F157-), pero no se podria diferen-
ciar el subclado 21A de 21] debido a la presencia de mutaciones
en los genes de la nucleocapside y ORFla-b, que no son anali-
zadas por la metodologia Sanger. Finalmente, en el caso de la
variante 6émicron se encontraron 2 perfiles mutacionales cerca-
nos entre si, clados 21K y 21L. Para el clado 21K, se podrian
detectar 8 mutaciones especificas, pero en el clado 21L solo se
detectarian 7 mutaciones, lo que permitiria diferenciar entre ambos
clados.

Andlisis de variantes en muestras positivas para SARS-CoV-2

Los amplicones obtenidos de las 3 PCR convencionales cubren
experimentalmente 3.434 nucleétidos del gen S, correspondiente
a 1.144 aminodacidos. Se obtuvieron secuencias Sanger de buena
calidad en las 15 muestras clinicas. Se clasificaron 2 muestras alfa,
3 gamma, una delta, 3 mu, una émicron y 5 cepas se relacionaron
con el aislado inicial del virus Wuhan-Hu-1.

En la comparacién en ciego de los resultados de la secuenciacion
por Sanger y NGS (estandar de oro), los resultados de clasifica-
cién de ambos métodos en las 15 muestras fueron concordantes
(material suplementario, anexo 1).

Las muestras B1 (OM189518)y 5703 (OM128430) fueron clasifi-
cadas en el clado 19B, mientras que el resultado de NGS para ambas
muestras las ubicé en 20A. Las mutaciones encontradas fueron
S:D614G para la muestra B1, y en 5703 se encontraron las muta-
ciones W152R y D614G. Por su parte, las secuencias con los codigos
6041 (0OMO060697), 2403 (OM189474)y 12422 (OM127616) fueron
diagnosticadas a principios del 2021 y clasificadas con el pangoli-
neage B.1.625, clado 20A.

En cuanto a la identificacién de las VOC, las muestras 11072
(OM060676) y BCO8 (OM189517) fueron ubicadas en el clado 20I
(alfa, V1). Las mutaciones constantes detectadas en estas mues-
tras fueron 69del, 70del, 144del, N501Y, A570D, D614G, P681H,
T7161 y S982A. Asi mismo, 3 muestras se clasificaron como 20J
(gamma, V3), correspondientes a los c6digos 11896 (OM066777),
BC22 (OM189519) y 28657 (OM128446). Las principales mutacio-
nes detectadas fueron D138Y, R190S, K417T, E484K,N501Y, D614G,
H655Y y T10271.

La muestra 36211 (OM142697) fue clasificada por Sanger como
variante delta, pero fue ubicada en el clado 21A, mientras que por
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Figura 1. A. Simulacién in silico de la cobertura del gen S por los cebadores LIME. Los productos generados cubren la mayoria de las mutaciones y deleciones asociadas con
VOI y VOC. B. Delecién H69/V70 frecuente en la variante alfa. C. Mutaciones puntuales y deleciones entre los aminoacidos 148, 150 y 160 de la proteina S; se destaca la
delecién E156/F157 identificada en la variante delta. D. Mutacién D614G presente en todas las muestras evaluadas. E. Insercién 214EPE caracteristica de la variante 6micron

21K (BA.1).

la metodologia de NGS se ubicé en 21]. Ambos métodos de secuen-
ciacion muestran el mismo perfil de mutaciones en la proteina S. La
muestra M1 (OM066778) fue categorizada como variante émicron
enel clado 21K, detectandose mas de 36 mutaciones en la secuencia
de aminoacidos de la proteina S.

También se logré la identificacién de VOI. Las muestras 30535
(OM128454), 12932 (OM128455) y BC13 (OM301638) fueron cla-
sificadas como mu y ubicadas en el clado 21H. Las mutaciones
comunes detectadas fueron S:T95I, S:Y145N, S:R346K, S:E484K,
S:N501Y, S:D614G, S:P681H y S:D950N.

Discusion

La comparacién de los resultados de la secuenciacidon por Sanger
y NGS de las muestras de COVID-19 evaluadas demostré que la
metodologia de Sanger logra la clasificacion correcta de diferentes
linajes de SARS-CoV-2, con resultados coherentes a los obtenidos
por NGS (material suplementario, anexo 1).

El andlisis estadistico con el indice kappa fue de 0,146 (IC95%
—0,032 a 0,325), evidenciando un leve acuerdo entre méto-
dos, lo cual probablemente estd asociado a que ninguna de las
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metodologias detecta la totalidad de las mutaciones reportadas en
la base de datos Tracking SARS-CoV-2 variants. Cabe resaltar que la
metodologia Sanger detecta las mutaciones claves para identificar
el clado al que pertenece una cepa.

Aunque técnicamente no es posible amplificar y secuenciar
por la metodologia Sanger las 3.822 bases del gen S en una sola
reaccién'?, en nuestro estudio proponemos la amplificacién de
3 fragmentos que se solapan para lograr el 90% de cobertura
del gen S. Lo anterior resulta eficiente en comparacién con otras
metodologias de secuenciacién'>14, ya que acorta el tiempo de
procesamiento, no requiere un nimero minimo de muestras para
el andlisis, disminuye el nimero de reacciones necesarias para la
obtencién de resultados y reduce los costes asociados.

La metodologia propuesta en este articulo requiere una ade-
cuada toma, conservacién y transporte de las muestras, que
asegure un ARN integro con valores de umbral de ciclo meno-
res de 25. Estos datos son similares a los recomendados en otras
investigaciones'? 1>, El protocolo se probé con muestras extraidas
por métodos automatizados de perlas magnéticas y extracciones
con columnas con silica, generando buen resultado, especialmente
con la metodologia de columnas.

Aunque no se encontraron todas las variantes de SARS-CoV-2 en
las muestras clinicas, el andlisis in silico de la proteina S demostré
que esta metodologia asegura la deteccién de los aminoacidos de
interés S:K417, S:L452, S:S477, S:T478, S:E484, S:F490, S:5494 y
S:N501. Estas mutaciones son de gran importancia debido a que la
OMS y los CDC de EE. UU. las definieron como mutaciones clave
presentes en VOI y VOC con fines de vigilancia genémica’>.

La mutacién S:D614G se encontré en todas las muestras anali-
zadas, es llamada la mutacién universal y se considera que todas
las VOI y VOC derivan de ella'S. S:D614G esta relacionada con el
aumento de la replicacién viral en el tracto respiratorio superior e
incrementa la eficiencia de la infeccién'®. Esta ventaja adaptativa
esta relacionada con el aumento de los casos de COVID-19 en algu-
nos paises europeos a mitad de 2020 y su posterior dispersién en
todo el mundo'”'18,

La variante alfa estd asociada con multiples mutaciones en la
proteina S, siendo la mas destacada S:N501Y y la delecién 69-
70. Esta dltima genera fallo de algunos ensayos de PCR en tiempo
real>!? y se encuentra en otras variantes, como 20A, 21K (6micron)
y 21L (6micron).

Seglin los datos de covariantes, las mutaciones S:A570D,
S:T7161,5:5982Ay S:D1118H estan asociadas con la variante alfa'S.
En este estudio no se pudo detectar la mutacién S:D1118H por falta
de cobertura en esa region, sin embargo, las mutaciones identifica-
das son suficientes para categorizar la variante.

Gamma esta asociada con midltiples mutaciones; las especificas
sonS:N501Y, S:E484K, S:L18F,S:K417Ty S:H655Y. Son compartidas
por varias VOC, excepto la variante delta'®. Nuestra metodologia es
capaz de detectar alrededor de 8 de las mutaciones caracteristicas,
incluidas 3 mutaciones especificas: S:D138Y, S:R190S y S:T10271.

La variante delta, junto con la variante émicron, son conside-
radas VOC y su rapida diseminacién es la causante de los brotes
desde mediados de 20212°. La variante delta presenta 2 subclados;
los resultados de Sanger y NGS analizados en Nextstrain genera-
ron la clasificacién 21A y 21], respectivamente, para la muestra
36211. La discrepancia obtenida por los métodos de Sanger y NGS
se debe a que el subclado 21] contiene todas las mutaciones del
clado 20A con mutaciones adicionales en el gen N (N:G215C), al
igual que en ORF1a (ORF1a:A1306S, ORF1a:V2930L, ORF1a:T3255],
ORF1a:T3646A) y ORF1b (ORF1b:A1918V, y ORF7b:T40 1)'621 que
no son analizadas en este estudio.

La variante 6micron surgi6é en noviembre de 2021; las primeras
infecciones y datos de secuencia son predominantemente de
Sudafrica®?. La identificacién de esta variante es muy importante
por ser la mas frecuente actualmente, sus mutaciones estan

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica 41 (2023) 284-289

asociadas con una mayor transmisibilidad, escape inmunitario y
mayor afinidad de unién a ACE22324, Comparte 2 mutaciones con la
VOC alfa, pero presenta alrededor de 26 mutaciones especificas'®,
las cuales son detectadas en su mayoria por el método de Sanger.

La VOI mu surgi6 a principios de 2021 y fue muy frecuente en
Colombia'®. Esta variante tiene mutaciones que también se encuen-
tran en VOC y VOI, como S:T95I, S:E484K, S:N501Y, S:P681H y
S:D95N. La mutacién S:R346K ha sido considerada como especi-
fica de la variante mu, aunque esta mutacién se presenta también
en la variante 6micron.

De las variantes beta y lambda no fue posible obtener muestras
para realizar el andlisis experimental; los analisis in silico confir-
man que el método de secuenciacién Sanger puede detectar las
mutaciones caracteristicas.

Nuestro grupo reconoce que el nimero de muestras analiza-
das es bajo pero permite demostrar que la metodologia tiene la
capacidad de categorizar experimentalmente VOC y VOI usando
aplicaciones en linea de libre acceso, sin requerir la creaciéon de
algoritmos subjetivos. Para estudios posteriores recomendamos un
mayor nimero de muestras y otras variantes no incluidas en el
estudio.

Estametodologia superaalgunas de las limitaciones de los méto-
dos de PCR en tiempo real con sonda2?’, intercalante?® y alelos
especificos?’, donde es necesario el uso de cebadores y/o sondas
especificas para evaluar cada mutacién y con conocimiento previo
de las mutaciones circulantes. Adicionalmente, algunas de estas
PCR no son especificas para determinar variantes genéticamente
relacionadas (subclados), no permiten evaluar la apariciéon de nue-
vas variantes y subestiman el nimero real de variantes circulantes.

Recientemente, se han publicado metodologias de secuencia-
cién por Sanger que estudian la proteina S, e incluso ya estan
disponibles protocolos comerciales estandarizados?3-3%. Varios de
esos estudios requieren un nimero mayor de cebadores dirigidos
hacia dominios de interés, como RBD y RBM>’, asi como también
analizan las mutaciones en otras regiones?®, y en algunos casos
hacen una secuenciacién total de la proteina S. Todas esas metodo-
logias anteriores implican realizar miltiples PCR??, lo cual aumenta
el coste en comparacién con la metodologia que aqui proponemos.

Es importante resaltar que este enfoque no sustituye la tec-
nologia de NGS y otros ensayos basados en PCR, mas bien busca
aumentar la capacidad de la red de vigilancia epidemiolégica, al
utilizarse como método de tamizaje de variantes, y en los casos
en los que las NGS tengan poca cobertura o profundidad, puede
utilizarse como estrategia para completar las secuencias.

En conclusidn, esta metodologia permite la deteccién de muta-
ciones en la proteina S de forma agil y precisa, rapida y con
infraestructura disponible en los laboratorios clinicos, de salud
publica y de investigacion en Colombia que sirven como apoyo a
la red de diagnéstico y vigilancia genémica del virus SARS-CoV-2.
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Se puede consultar material adicional a este articulo en su ver-
sién electrénica disponible en doi:10.1016/j.eimc.2022.04.014

288


http://dx.doi.org/10.1016/j.eimc.2022.04.014

E. Murillo, K. Palacio-Rua, C. Afanador-Ayala et al.

Bibliografia

1.

2

10.

11.

12.

13.

14.

. Shu Y,

Hu B, Guo H, Zhou P, Shi ZL. Characteristics of SARS-CoV-2 and COVID-19. Nat Rev
Microbiol. 2021;19:141-54, http://dx.doi.org/10.1038/s41579-020-00459-7.

. World Health Organization. WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard. Geneva:

WHO; 2020 [consultado 13 Feb 2022]. Disponible en: https://covid19.who.int/.

. La Rosa G, Mancini P, Bonanno Ferraro G, Veneri C, laconelli M, Lucen-

tini L, et al. Rapid screening for SARS-CoV-2 variants of concern in
clinical and environmental samples using nested RT-PCR assays targe-
ting key mutations of the spike protein. Water Res. 2021;197:117104,
http://dx.doi.org/10.1016/j.watres.2021.117104.

. Recordon-Pinson P, Blondot ML, Bellecave P, Lafon ME, Tumiotto C, Métifiot

M, et al. A simple and fast method to sequence the full-length spike gene for
SARS-CoV-2 variantidentification from patient samples. COVID.2021;1:337-44,
http://dx.doi.org/10.3390/covid1010028.

. Bal A, Destras G, Gaymard A, Stefic K, Marlet ], Eymieux S, et al.

Two-step strategy for the identification of SARS-CoV-2 variant of con-
cern 202012/01 and other variants with spike deletion H69-V70,
France, August to December 2020. Euro Surveill. 2021;26:2100008,
http://dx.doi.org/10.2807/1560-7917.ES.202.12.63.2100008.

. Korber B, Fischer WM, Gnanakaran S, Yoon H, Theiler ], Abfalterer W,

Evidence that D614G
Cell. 2020;182:812-27,

et al. Tracking changes in SARS-CoV-2 spike:
increases infectivity of the COVID-19 virus.
http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2020.06.043.

. Davies NG, Jarvis CI, Edmunds W], Jewell NP, Diaz-Ordaz K, Keogh RH. Increa-

sed mortality in community-tested cases of SARS-CoV-2 lineage B.1.1.7. Nature.
2021;593:270-4, http://dx.doi.org/10.1038/s41586-021-03426-1.

McCauley J. GISAID: Global initiative on sharing all
influenza data - From vision to reality. Euro Surveill. 2017;22,
http://dx.doi.org/10.2807/1560-7917.ES.2017.22.13.30494, 30494304944.

. Hadfield J, Megill C, Bell SM, Huddleston J, Potter B, Callender C, et al. Nextstrain:

Real-time tracking of pathogen evolution. Bioinformatics. 2018;34:4121-3,
http://dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/bty407.

Jorgensen TS, Blin K, Kuntke F, Salling HK, Michaelsen TY, Albertsen M, et al. A
rapid, cost efficient and simple method to identify current SARS-CoV-2 variants
of concern by Sanger sequencing part of the spike protein gene. medRxiv. 2021,
http://dx.doi.org/10.1101/2021.03.27.21252266.

Palacio Rua K, Garcia Correa JF, Aguilar-Jiménez W, Afanador Ayala C, Rugeles
MT, Zuluaga AF. Validacién de una técnica de PCR diiplex usando el gen E y
RNasa P para el diagnéstico de SARS-CoV-2. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2021,
http://dx.doi.org/10.1016/j.eimc.2020.12.014. En prensa.

Ministerio de Salud y Proteccién Social. Lineamientos para la gestién de
muestras durante la pandemia del SARS-CoV-2 (COVID-19) en Colom-
bia. Bogotd, 19 de marzo de 2021 [consultado 13 Feb 2022]. Disponible
en: https://www.minsalud.gov.co/sites/rid/Lists/BibliotecaDigital/RIDE/VS/ED/
VSP/psps02-lineamientos-gmuestras-pandemia-sars-cov-2-col.pdf

Lee SH. A routine Sanger sequencing target specific mutation assay
for SARS-CoV-2 variants of concern and interest. Viruses. 2021;13:2386,
http://dx.doi.org/10.3390/v13122386.

Bezerra MF, Machado LC, De Carvalho V, Docena C, Brandio-Filho SP, Ayres
CFJ, et al. A Sanger-based approach for scaling up screening of SARS-
CoV-2 variants of interest and concern. Infect Genet Evol. 2021;92:104910,
http://dx.doi.org/10.1016/j.meegid.2021.10.4910.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

289

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica 41 (2023) 284-289

Volz E, Hill V, McCrone JT, Price A, Jorgensen D, O'Toole A, et al. Evaluating the
effects of SARS-CoV-2 spike mutation D614G on transmissibility and pathoge-
nicity. Cell. 2021;184:64-75, http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2020.11.020.
Hodcroft EB. CoVariants. SARS-CoV-2 mutations and variants of interest.
Switzerland: CoVariants; 2021 [consultado 13 Feb 2022]. Disponible en:
https://covariants.org/.

Zhao N, Zhou N, Fan H, Ding J, Xu X, Dong X, et al. Mutations and phylogenetic
analyses of SARS-CoV-2 among imported COVID-19 from abroad in Nanjing,
China. Front Microbiol. 2022;13, http://dx.doi.org/10.3389/fmicbh.2022. 851323,
8513238513311.

Daniloski Z, Jordan TX, [lmain JK, Guo X, Bhabha G, TenOever BR, et al. The Spike
D614G mutation increases SARS-CoV-2 infection of multiple human cell types.
Elife. 2021;10, http://dx.doi.org/10.7554/eLife.65365, e65365e653716.

Brejova B, Borsova K, Hodorova V, Cabanova V, Reizigova L, Paul ED, et al.
A SARS-CoV-2 mutant from B.1.258 lineage with AH69/AV70 deletion in
the Spike protein circulating in Central Europe in the fall 2020. Virus Genes.
2021;57:556-60, http://dx.doi.org/10.1007/s11262-021-01866-5.

Bolze A, Luo S, White S, Cirulli ET,WymanD, Dei Rossi A, et al. SARS-
CoV-2 variant Delta rapidly displaced variant Alpha in the United
States and led to higher viral loads. Cell Rep. Med. 2022;3:100564,
https://doi.org/10.1016/j.xcrm.2022.100564

Stern A, Fleishon S, Kustin T, Mandelboim M, Erster O, Mendelson
E, et al. The unique evolutionary dynamics of the SARS-CoV-2 Delta
variant Israel Consortium of SARS-CoV-2 sequencing. medRxiv. 2021,
http://dx.doi.org/10.1101/2021.08.05.21261642.

Viana R, Moyo S, Amoako DG, Tegally H, Scheepers C, Althaus CL, et al. Rapid epi-
demic expansion of the SARS-CoV-2 Omicron variant in southern Africa. Nature.
2022;603:679-2021686, http://dx.doi.org/10.1038/d41586-021-03832-5.

Ma W, Yang ], Fu H, Su C, Yu C, Wang Q, et al. Genomic pers-
pectives on the emerging SARS-CoV-2 Omicron variant. bioRxiv. 2022,
http://dx.doi.org/10.1101/2022.01.05.474231.

Zou J, Xia H, Xie X, Kurhade C, Machado RRG, Weaver SC, et al. Neutralization
against Omicron SARS-CoV-2 from previous non-Omicron infection. bioRxiv.
2021, http://dx.doi.org/10.1101/2021.12.20.473584.

Vogels CBF, Breban MI, Alpert T, Petrone ME, Watkins AE, Ott IM, et al. PCR assay
to enhance global surveillance for SARS-CoV-2 variants of concern. medRxiv.
2021, http://dx.doi.org/10.1101/2021.01.28.21250486.

Abdel Sater F, Younes M, Nassar H, Nguewa P, Hamze K. A rapid
and low-cost protocol for the detection of B.1.1.7 lineage of SARS-CoV-
2 by using SYBR Green-based RT-qPCR. Mol Biol Rep. 2021;48:7243-9,
http://dx.doi.org/10.1007/s11033-021-06717-y.

Wang Y, Sibaii F, Lee K, Gill JM, Hatch LJ. Quantitative detection of SARS-CoV-2
Omicron variant in wastewater through allele-specific RT-qPCR. medRxiv. 2021,
http://dx.doi.org/10.1101/2021.12.21.21268077.

Lim HJ, Park MY, Jung HS, Kwon Y, Kim I, Kim DK, et al. Development of an effi-
cient Sanger sequencing-based assay for detecting SARS-CoV-2 spike mutations.
PLoS One. 2021;16:e0260850, http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0260850.
Salles TS, Cavalcanti AC, da Costa FB, Dias VZ, de Souza LM, de Meneses MDF,
etal. Genomic surveillance of SARS-CoV-2 spike gene by sanger sequencing. PLoS
One. 2022;17:€0262170, http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0262170.

Ko K, Takahashi K, Nagashima SEB, Ouoba S, Hussain MRA. Mass screening of
SARS-CoV-2 variants using Sanger sequencing strategy in Hiroshima, Japan. Sci
Rep. 2022;12:2419, http://dx.doi.org/10.1038/s41598-022-04952-2.


dx.doi.org/10.1038/s41579-020-00459-7
dx.doi.org/10.1016/j.watres.2021.117104
dx.doi.org/10.3390/covid1010028
dx.doi.org/10.2807/1560-7917.ES.202.12.63.2100008
dx.doi.org/10.1016/j.cell.2020.06.043
dx.doi.org/10.1038/s41586-021-03426-1
dx.doi.org/10.2807/1560-7917.ES.2017.22.13.30494
dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/bty407
dx.doi.org/10.1101/2021.03.27.21252266
dx.doi.org/10.1016/j.eimc.2020.12.014
https://www.minsalud.gov.co/sites/rid/Lists/BibliotecaDigital/RIDE/VS/ED/VSP/psps02-lineamientos-gmuestras-pandemia-sars-cov-2-col.pdf
https://www.minsalud.gov.co/sites/rid/Lists/BibliotecaDigital/RIDE/VS/ED/VSP/psps02-lineamientos-gmuestras-pandemia-sars-cov-2-col.pdf
dx.doi.org/10.3390/v13122386
dx.doi.org/10.1016/j.meegid.2021.10.4910
dx.doi.org/10.1016/j.cell.2020.11.020
dx.doi.org/10.3389/fmicb.2022. 851323
dx.doi.org/10.7554/eLife.65365
dx.doi.org/10.1007/s11262-021-01866-5
https://doi.org/10.1016/j.xcrm.2022.100564
dx.doi.org/10.1101/2021.08.05.21261642
dx.doi.org/10.1038/d41586-021-03832-5
dx.doi.org/10.1101/2022.01.05.474231
dx.doi.org/10.1101/2021.12.20.473584
dx.doi.org/10.1101/2021.01.28.21250486
dx.doi.org/10.1007/s11033-021-06717-y
dx.doi.org/10.1101/2021.12.21.21268077
dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0260850
dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0262170
dx.doi.org/10.1038/s41598-022-04952-2

	Validación de una nueva estrategia para la identificación de variantes de SARS-CoV-2 mediante secuenciación del gen espiga...
	Introducción
	Métodos
	Selección de diana genómica y diseño de cebadores
	Simulación in silico de detección de variantes de interés y preocupación
	Muestras de pacientes positivos para SARS-CoV-2
	Extracción de ARN y síntesis de ADNc
	PCR convencional para la detección de fragmentos de SARS-CoV-2
	Secuenciación por Sanger y análisis de variantes
	Análisis estadísticos

	Resultados
	Análisis in silico de variantes de interés y preocupación
	Análisis de variantes en muestras positivas para SARS-CoV-2

	Discusión
	Financiación
	Conflicto de intereses
	Anexo Material adicional
	Bibliografía


