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Resumen

Introduccion: Actualmente los contagios por el virus del SARS-CoV-2 supera los 600 millones de casos en el mundo.
Objetivo: Aislar y caracterizar el virus SARS-CoV-2 causante de la COVID-19 a inicios de la pandemia en el Peru.
Materiales y métodos: Se realizo el aislamiento viral a partir de 20 muestras de hisopado nasal y faringeo positivas a
SARS-CoV-2 por RT-PCR. El aislamiento se realizo en las lineas celulares Vero ATCC CCL-81y Vero E6, evaluando el
efecto citopatico, la presencia del virus por RT-PCR, inmunofluorescencia indirecta (IFI) y posterior identificacion por
secuenciacion genomica. Posteriormente, uno de los aislamientos de mayor circulacion fue seleccionado y denominado
cepa prototipo (PE/B.1.1/28549/2020), realizandose 10 pasajes sucesivos en células Vero ATCC CCL-81 para evaluar
la dinamica de mutaciones. Resultados: Se observaron 11 aislamientos de virus por efecto citopatico confirmandose
por RT-PCR e IF1, de los cuales 6 fueron secuenciados identificandose los linajes B.1, B.1.1, B.1.1.1y B.1.205, segun el
comité Pango de los genomas. La cepa prototipo corresponde a la variante B.1.1y el andlisis de las secuencias de los
pasajes sucesivos mostré mutaciones a nivel de la proteina de la espiga (S) del virus, sin variacion en la identidad del
linaje. Conclusiones: Se aislaron 4 linajes en la linea celular Vero ATCC CCL-81. Los subcultivos en la misma linea celular
muestran mutaciones en la proteina de la espiga, lo que indica mayor adaptabilidad a la célula hospedera y variacion de
la patogenicidad in vitro, comportamiento que le permite tener mas éxito de supervivencia.

Palabras clave: Infecciones por Coronavirus; Betacoronavirus; Células Vero; Virulencia (fuente: DeCS BIREME).

Abstract

Introduction: Currently, infections caused by the SARS-CoV-2 virus exceed 600 million cases in the world. Objective: Isolation
and characterization of the SARS-CoV-2 virus causing COVID-19 at the beginning of the pandemic in Peru. Materials
and methods: Twenty nasal and pharyngeal swab samples were isolated from SARS-CoV-2 using two cell lines, Vero
ATCC CCL-81 and Vero E-6; virus identification was performed by RT-PCR and the onset of cytopathic effect (CPE) was
evaluated by indirect immunofluorescence and subsequent identification by genomic sequencing. One of the most widely
circulating isolates were selected and named the prototype strain (PE/B.1.1/28549/2020). Then 10 successive passages
were performed on Vero ATCC CCL-81 cells to assess mutation dynamics. Results: We detected 11 virus isolates by
cytopathic effect, and subsequently confirmed by RT-PCR and indirectimmunofluorescence. Of these, six were sequenced
and identified as the lineages B.1, B.1.1, B.1.1.1, and B.1.205 according to the Pango lineage nomenclature. The prototype
strain corresponded to lineage B.1.1. The analysis of the strains from the successive passages showed mutations mainly at
in the spike (S) protein of the virus without variation in the identity of the lineage. Conclusions: Four lineages were isolated
in the Vero ATCC CCL-81 cell line. Subcultures in the same cell line show mutations in the spike protein indicating greater
adaptability to the host cell and variation in pathogenicity in vitro, a behavior that allows it to have more survival success.

Keywords: Coronavirus Infections; Betacoronavirus; Vero Cells; Virulence (Source: MeSH).
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INTRODUCCION

A fines de diciembre del 2019, en la
ciudad de Wuhan en la Republica Popular
de China, aparecié el nuevo coronavirus
denominado SARS-CoV-2, el cual es la
causa de la nueva enfermedad llamada
COVID-19 W, Este nuevo virus respirato-
rio se extendié rapidamente a muchos
paises y causd casos de neumonia atipi-
ca, que en asociacion con una serie de
factores de riesgo, generaron casos de
mayor severidad y mortalidad 3. El 11
de marzo del 2020 la infeccién fue decla-
rada pandemia por la Organizacién Mun-
dial de la Salud (OMS) “.

En el Perd, el Instituto Nacional de Sa-
lud reporto el 6 de marzo del 2020 el pri-
mer caso confirmado de la COVID-19. A
pesar de las estrictas medidas de inmovi-
lizacion social adoptadas por el gobierno,
los casos de infeccién por el SARS-CoV-2
fueron aumentando considerablemente,
el mayor pico de infeccion de la primera
ola fue en julio del 2020. El Peru fue el
pais con la mayor tasa de mortalidad per
cépita en el mundo ©®.

Las constantes mutaciones genéticas
del virus SARS-CoV-2 ha originado la apa-
ricion de diversas variantes que se han
extendido por todo el mundo ©, obser-
vandose una competencia evolutiva entre
ellas, con el desplazamiento de una sobre
otras. Dichas mutaciones son las respon-
sables de los diversos picos de contagio
observados en todos los paises "#). Segln

20 muestras de
hisopado nasal y
faringeo

RT-PCR en
tempo real

su impacto en la salud publica, la OMS las
ha clasificado en variantes de preocupa-
cion (VOC, por sus siglas en inglés) y va-
riantes de interés (VOI, por sus siglas en
inglés) ©. Actualmente las variantes con
bajos niveles de circulacién o no detec-
tadas son clasificadas como variantes de
bajo monitoreo, mientras que démicron
pertenece a las VOCy VOI.

El Peru ha registrado cuatro olas; la pri-
mera en abril del 2020 generada por la va-
riante B.1.1 como linaje predominante t°Y;
la segunda ola durante el primer semestre
del 2021 fue causada por la variante lamb-
da/gamma (C37/P1) *?: la tercera ola en
enero del 2022 fue causada por la variante
6micron, principalmente (BA.1/BA.2) 1213): y
la cuarta ola en junio del 2022 fue causada
por los sublinajes/subvariantes de émicron
(BA.4y B.AS) (1319,

El aislamiento, la tipificacion, la carac-
terizacion del comportamiento del virus y
la determinacion de la respuesta humoral
a la infeccién natural y a la vacuna son
logros cientificos derivados del conoci-
miento de la biologia de los virus. Entre
las aplicaciones del aislamiento del virus
SARS-CoV-2 tenemos la elaboracion de
paneles de evaluacién de la calidad para
garantizar el diagndstico molecular del
SARS-CoV-2; la evaluacion de los princi-
pios activos con potencial terapéutico; y el
desarrollo de diversos métodos de ensayo
como las pruebas inmunoenzimaticas que
detectan anticuerpos IgM e IgG, la prueba

de neutralizacién por reduccion de placas
(PRNT) para la titulacion de los anticuer-
pos neutralizantes, y la inmunofluorescen-
ciaindirecta (IFl) para la deteccién de virus
y anticuerpos totales. Por |lo descrito, este
estudio tuvo como objetivo el aislamien-
to y caracterizacion el virus SARS-CoV-2 a
partir de muestras de hisopado nasal y fa-
ringeo obtenidas al inicio de la pandemia
de la COVID-19 en el Per.

METODOS

Muestras

Para el aislamiento viral fueron selec-
cionadas 20 muestras de hisopado nasal
y faringeo con resultado positivo segun el
método de RT-PCR para SARS-CoV-2 ®9), Se
considerd valores de umbral de ciclo (Ct)
menores a 30 para una carga viral adecua-
da 9. Las muestras fueron recibidas por
el Laboratorio de Referencia Nacional de
Virus Respiratorios (LRNVR) del Instituto
Nacional de Salud (INS) (Lima-Pert) en
abril del 2020. El resumen del aislamien-
to e identificacion de la cepa prototipo se
muestra en la figura 1.

Cultivo celular

Las lineas celulares Vero ATCC CCL-
81 y E6 se utilizaron para el aislamiento
del virus de SARS-CoV-2 4718 |as células
crecieron en medio esencial minimo de
Earle (EMEM) suplementado con suero
bovino fetal (FBS, marca SIGMA) al 10% y

| Confirmacién de '

. alslamiento |
11 aislamientas ——
positivos an cultiva A THR s
celular

VERD CCL-81
y VERC E6

Efecto Cilopatico

Hentificacitn de
linajes de SARS-
CoV-2 por NGS

Inmunafuorescencia
indirgcia

Figura 1. Resumen gréfico del aislamiento e identificacion de la cepa prototipo (PE/B.1.1/28549/2020) de SARS-CoV-2 al comienzo de la pandemia en el Perd.
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penicilina-estreptomicina-anfotericina al
1%, se cultivé a 37 °C en una atmdsfera
humidificada que contenfa 5% de CO, "%

Aislamiento y pasajes del virus
SARS-CoV-2

El aislamiento del virus SARS-CoV-2
se realizd en las instalaciones del labora-
torio de nivel de bioseguridad 3 (NBS-3)
del Laboratorio de Microbiologia y Bio-
medicina del INS). Se siguieron los pro-
tocolos internacionales establecidos 9
y procedimientos institucionales para el
aislamiento de virus respiratorios 9. Las
muestras de hisopado positivas a SARS-
CoV-2 fueron filtradas con membrana de
poro de 0,22 um e inoculadas en la linea
celular Vero ATCC CCL-81 y E6 con 90%
de confluencia de células, luego de 1
hora de adsorcidn viral a 37°C, se adicio-
naron 3 mL de medio EMEM con 2% SBF
e incubaron a 37 °C con 5% de CO,. Las
células fueron observadas diariamente
en microscopio invertido para detectar la
aparicion de efecto citopatico, hasta siete
dias después de la infeccion 22, Los so-
brenadantes se colectaron para la confir-
macién por RT-PCR, y las células adheren-
tes se usaron para confirmacion por IFl.

Titulacion viral

La cuantificacién del virus SARS-CoV-2
se realiz6 mediante el ensayo en placa.
Se uftilizaron placas de cultivo celular con
fondo plano de 24 pocillos; las placas fue-
ron sembradas con una suspension celu-
lar de 2,5 x 10°/mL de células (Vero ATCC
CCL-81) incubadas a 37 °Ccon 5 % de CO,
durante una noche para lograr una con-
fluencia del 100% 3.

Las células fueron infectadas con el
virus realizandose diluciones seriadas en
base diez (10, 102,103, 10%,10%y 10%) y
se incubaron a 37 °C con 5 % de CO, du-
rante 60 min. Seguidamente se adiciono a
cada pozo 1 mL de medio overlay (medio
MEM 2X suplementado con L-glutamina a
2 nM), suero fetal bovino al 10%, 100 uni-
dades/mL de antibidtico y carboximetilce-
lulosa (CMC de SIGMA al 3% estéril). Las
células fueron incubadas a 37°C con 5% de
CO, Después de 5 dias, el medio fue retira-
do, las células se fijaron y colorearon con
cristal violeta/formaldehido. Los titulos de
SARS-CoV-2 fueron expresados como uni-
dades formadoras de placas por mililitro

(UFP/mL) 429,

Pruebas de confirmacion viral

Se colectd 200 pL del sobrenadante del
cultivo, el cual fue inactivado a 56 °C y
450 rpm en termobloque durante 60 mi-
nutos ). Luego fue transportado al labo-
ratorio de nivel bioseguridad 2 (NBS-2). La
extraccion de RNA fue realizada utilizando el
kit de extraccion viral de acido nucleico Zybio
(China), a través del método de perlas mag-
néticas, siguiendo las instrucciones del fabri-
cante ?>?7)_ |Las muestras de ARN purificadas
se procesaron mediante RT-PCR. El proceso
de amplificacion se realizd utilizando el kit
de un solo paso SuperScript™ IV (Invitrogen)
siguiendo condiciones estandarizadas ">,

Prueba complementaria de
inmunofluorescencia indirecta

Se desarrollé la técnica de inmu-
nofluorescencia indirecta (IFl) para de-
tectar el virus SARS-CoV-2 aislado en el
cultivo celular. Se utilizé muestra de sue-
ro de un paciente en fase convaleciente
(diagndstico positivo para SARS-CoV-2
por RT-PCR), caracterizada por la prueba
de neutralizaciéon por reduccidn de placas
(PRNT), como fuente de anticuerpos poli-
clonales al virus SARS-CoV-2.

A los 7 dias posteriores a la infeccion de
las células Vero ATCC CCL-81 y Vero E6, se
colectd el sobrenadante y las células fueron
lavadas y resuspendidas con PBS 1X. Se ob-
tuvo una suspension celular adecuada y se
dispensaron en ldaminas para inmunofluo-
rescencia, estas laminas fueron fijadas con
acetona -20 °C/20 minutos; para la detec-
cion del virus se adicioné por duplicado 20
uL de una dilucién de suero (suero control
positivo, suero control negativo a dilucion
1/20 en PBS), y control de diluyente PBS, se
incubd en cdmara himeda a 37 °C/30 min,
se lavd 2 veces con PBS y se dejaron secar
a temperatura ambiente; seguidamente, se
agregd 20 pl de conjugado anti-lgG humano
marcado con FITC (isotiocianato de fluores-
ceina) + Azul de Evans (100X) en una dilucién
de (1/160) a todos los pocillos y se incubd en
camara humeda a 37 °C/30 min protegidas
de la luz, se lavaron 2 veces con PBS y se adi-
ciond el liquido de montaje, pH 7,2 — 7,4 2227),
La lectura se realizd en el microscopio de

fluorescencia, las laminas se pueden man-
tener hasta 24 h a 4 °C en la oscuridad. La
interpretacion se basa en la presencia de
fluorescencia (positivo), la ausencia de fluo-
rescencia se considera negativo.

Modelo de dindmica evolutiva in
vitro y caracterizacion

Se utilizd el modelo de la dindmica de
evolucion viral propuesto por Wood *),
gue sugiere 10 pasajes sucesivos en culti-
vo de la misma linea celular para conocer
la adaptacion del virus al nuevo entorno
del huésped en relacién a la virulencia. A
partir del aislamiento de una de las mues-
tras positivas, a la que denominamos cepa
prototipo (PE/B.1.1/28549/2020), se le
realizd 10 pasajes continuos en la linea
celular Vero ATCC CCL-81. El cultivo del vi-
rus en cada pasaje fue observado hasta la
aparicion del efecto citopatico (5 a 7 dias).
El sobrenadante fue colectado y centrifu-
gado a 2000 rpm por 10 min a 4°C y se
realizaron alicuotas para el anadlisis por
titulacién viral y secuenciacién gendmica

Secuenciacion del genoma completo
de aislados de SARS-CoV-2

Las muestras de los aislamientos
y de los pasajes de la cepa prototipo
(PE/B.1.1/28549/2020) del virus SARS-
CoV-2, fueron extraidas con el kit de
extraccién de ADN/ARN viral por inmu-
nomagnetismo MAGBEAD (ZymoBIO-
MICS) en la plataforma automatizada
Opentrons OT-2. La preparacién de la
biblioteca se realizd utilizando la prueba
COVIDSeq de lllumina y se secuencid en
NextSeq 550 (lllumina®) siguiendo las
instrucciones del fabricante ©°

Andlisis bioinformatico

La calidad de las lecturas y la elimina-
cién de la contaminacion de las lecturas se
realizé utilizando FastQC v0.11.9 (https://
www.bioinformatics.babraham.ac.uk/
projects/fastqc/), y Kraken2 v2.0.8 respec-
tivamente @), Las lecturas del filtro se asig-
naron a la secuencia de referencia NCBI
(NC_045512) aislada de Wuhan a través
del programa BWA v.0.7.17 Y, La secuen-
cia de consenso se obtuvo utilizando Sa-
mtools v.1.9 e IVAR v.1 3233 _Finalmente, la
anotacion de secuencias consenso se rea-
liz6 utilizando NextClade (https://clades.
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nextstrain.org/), y la designacion de linaje
se definid utilizando el programa Pango-
lin v.3.1.2 (https://pangolin.cog-uk.io/).
El resumen de mutaciones se calculé con
el programa Snipit (https://github.com/
aineniamh/snipit) con edicién manual,
se utilizé como referencia el primer aisla-
do. Los genomas fueron alineados con el
programa MAFFT v7.310 (https://mafft.
cbrc.jp/alignment/software/) contra la
referencia del SARS-CoV-2 (NC_045512).
El alineamiento multiple fue usado para
la inferencia filogenética de los aislados,
esta fue calculada con el programa RaxML
v8.2.12 ¥ con 1000 de boostrap.

RESULTADOS

Aislamiento viral y efecto citopatico
Se aislo el virus SARS-CoV-2 en las dos
lineas celulares Vero ATCC CCL-81 y Vero
E6. La valoracidn de la infeccion viral se
realizd por la observacién del efecto cito-
patico (ECP). Se observo replicacion viral
mas rapida en células Vero ATCC CCL-81
que en Vero E6, desde el tercer dia poste-
rior a la infeccién. El ECP en células Vero
ATCC CCL-81 se caracterizd por focos de
células redondas en la superficie de la
monocapa celular, expandiéndose a un
desprendimiento gradual y homogéneo.
Las células Vero E6 mostraron formacion

de sincitios y desprendimiento solo en al-
gunas muestras, con lento desarrollo del
ECP a partir de los 3 dias posteriores a la
infeccion.

Se considerd a las células Vero ATCC
CCL-81 como dptimas para el aislamiento
del virus SARS-CoV-2, por presentar un
fenotipo de replicacién viral mas homo-
géneo y caracteristico. En la figura 2 se
observa el ECP comparativo entre las cé-
lulas Vero ATCC CCL-81 y Vero E6 después
de 3y 5 dias posteriores a la infeccion,
con la misma muestra de hisopado nasal
y faringeo. Se observo las células redon-
dasy los sincitios, respectivamente, com-
parado con la monocapa de las células
control.

Confirmacion del aislamiento por
RT-PCR e IFI

Se confirmaron 11 (55,0%) aislamien-
tos de 20 muestras de hisopado nasal y
faringeo por el método RT-PCR, a partir
de los cultivos en la linea celular Vero
ATCC CCL-81. Los valores de Ct de los ais-
lamientos se encontraron en el rango de
11 a 14, indicando que hubo replicacién
viral en comparacion al Ct inicial del RT-
PCR diagnostico (Ct<30).

La IFI confirmé los mismos 11 (55,0%)
aislamientos en las 20 muestras de hi-
sopado nasal y faringeo, sin diferencias
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Figura 2. Efecto citopatico comparativo en las lineas celulares Vero ATCC CCL-81 y Vero E6 infectadas con
el virus SARS-CoV-2. Se muestra la morfologia en células a los 3 y 5 dias posteriores a la infeccion (DPI).

entre las dos lineas celulares Vero ATCC
CCL-81 y Vero E6. La figura 3 muestra la
identificacion del aislamiento del virus
SARS-CoV-2 por IFl en células Vero ATCC
CCL-81, observandose las células control
sin infeccién (rojas) y las células infecta-
das con el virus SARS-CoV-2 con fluores-
cencia (verde).

Se resalta la muestra con cédigo 28549
cuyo aislamiento fue uno de los que pre-
sentaron menores valores de Ct, indican-
do alta carga viral, ademas de mostrar el
ECP caracteristico y confirmacién por IFI.
Esta fue seleccionada como cepa proto-
tipo y denominada PE/B.1.1/28549/2020
(Tabla 1).

Secuenciacion del genoma completo
de muestras de SARS-CoV-2 y
andlisis filogenético

De las 11 muestras con aislamien-
to confirmado del virus SARS-CoV-2 se
logré obtener el genoma completo de
6 muestras que fueron analizadas y cla-
sificadas en 4 diferentes linajes PAN-
GO (un B.1, un B.1.1, dos B.1.1.1 y dos
B.1.205). El linaje de la cepa prototipo
PE/B.1.1/28549/2020 corresponde al
B.1.1 (Tabla 1). El andlisis filogenético
muestra las distancias genéticas entre
los diferentes linajes aislados al inicio
de la pandemia en comparacién al basal
NC_045512.2 (Figura 4).

Dinamica evolutiva in vitro

Los pasajes sucesivos de la cepa pro-
totipo PE/B.1.1/28549/2020 muestra la
adaptacion del virus SARS-CoV-2 en la
linea celular Vero ATCC CCL-81, con au-
mento progresivo del titulo viral a mayor
numero de pasajes y una posterior caida
en los ultimos pasajes (Figura 5A). Esta
adaptacion muestra el aumento progresi-
vo de la virulencia en la linea celular Vero
ATCC CCL-81, observada desde la forma-
cion de unidades formadoras de placas
(UFP) deficientes, con bordes no defini-
dos en los primeros pasajes, que progre-
sivamente se definen en los pasajes 3y 4;
mientras que en el pasaje 8 se muestran
placas de lisis translucidas, circulares y
simétricas con bordes regulares (Figura
5B). La cuantificaciéon de las UFP muestra
el aumento progresivo del titulo viral pro-
porcional al nimero de pasajes, teniendo
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Figura 3. Identificacion de aislamiento del virus SARS-CoV-2 por inmunofluorescencia indirecta (IFl). A. Reaccion negativa para IFl. B. Reaccion positiva para IFI.

como pico el pasaje 7 con un promedio la cepa prototipo, la secuenciaciéon en lecidon de 27 pares de base en la posicion
de 59,5 x 10° UFP/mL y posterior declive  cada pasaje mostrd alteraciones en el ge- 21764 — 21790 y mutaciones a nivel de la
en los pasajes siguientes (Figura 5C). noma del linaje asociadas con el fenotipo  proteina de la espiga en el pasaje 4 (P4) y
y carga viral (Figura 6). En el pasaje 2 (P2) pasaje 8 (P8). La mutacion del pasaje 4 en

En complemento a las caracteristicas ] © e -
de la cepa prototipo se encontrd una de- la posicion 23014 corresponde a un cambio

fenotipicas observadas en los pasajes de

Tabla 1. Resultado del diagndstico, aislamiento y secuenciacion de las 20 muestras de SARS-CoV-2.

Muestras Hisopado (nasal y faringeo) Pruebas confirmatorias para aislamiento viral Secuenciacion
Cdédigo de RT-PCR del aislamiento en
mufstra RT-PCR Vero ATCC COL81 Vero ATCC CCL-81 y Vero E-6
Ct Resultado Ct Resultado Efecto citopatico IFI Linaje (PANGO)
1 28549 21.42 Positivo 9.56 Positivo Positivo Positivo B.1.1
2 28594 20.56 Positivo 10.45 Positivo Positivo Positivo B.1.1.1
3 8720 19.07 Positivo 13.63 Positivo Positivo Positivo *
4 25413 16.04 Positivo 12.93 Positivo Positivo Positivo B.1.1.1
5 9116 22.3 Positivo 12.89 Positivo Positivo Positivo *
6 27171 23.7 Positivo 33.61 Positivo Negativo Negativo -
7 27148 28.52 Positivo 36.63 Positivo Negativo Negativo -
8 25400 20.3 Positivo 12.51 Positivo Positivo Positivo *
9 28755 20.79 Positivo 10.05 Positivo Positivo Positivo *
10 27195 23.58 Positivo 35.43 Positivo Negativo Negativo -
11 28782 16.83 Positivo 12.27 Positivo Positivo Positivo B.1.205
12 25618 29.97 Positivo 37.04 Positivo Negativo Negativo -
13 25480 28.4 Positivo 38.43 Positivo Negativo Negativo -
14 29700 21.54 Positivo 10.8 Positivo Positivo Positivo B.1.205
15 25303 21.81 Positivo 31.91 Positivo Negativo Negativo -
16 25142 24.03 Positivo 10.59 Positivo Positivo Positivo B.1
17 284674 22.23 Positivo 10.71 Positivo Positivo Positivo *
18 28520 19.38 Positivo 29.92 Positivo Negativo Negativo -
19 23611 24.95 Positivo 35.98 Positivo Negativo Negativo -
20 25262 22.19 Positivo 33.05 Positivo Negativo Negativo -

*No se secuencié por muestra insuficiente.
NGS: Secuenciacién de nueva generacion, RT-PCR: Reverse transcription PCR, IFl: Inmunofluorescencia indirecta
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B114

NE_048512.2

B.1.11

B.1 B.1.205

N° Cédigo Id de acceso  Fecha de coleccién Linaje

1 29700 s 15/04/2020 B.1.205
ISL_1111169 o

2 28594 s 13/04/2020 B.1.1.1
ISL_1111367 o

3 25142 s 12/04/2020 B.1
ISL_1111376 '

B.1.205 EPI_

4 28782 ISL_1111374 14/04/2020 B.1.205

5 28549 s 13/04/2020 B.1.1
ISL_1111366 o

6 25413 s 12/04/2020 B.1.1.1
ISL_1111368 o

Figura 4. Filogenia de los linajes del virus SARS-CoV-2 aislado en abril del 2020 en Lima-Peru al inicio de la pandemia.

aminoacidico de acido glutdmico por acido
aspartico (E484D) y la segunda mutacion
en la posicion 24507 corresponde al cam-
bio de una serina por leucina (S982L).

DISCUSION

Nuestros resultados muestran concor-
dancia con otros reportes que mencio-
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Figura 5. Dindmica mutacional del linaje B.1.1 del virus SARS-CoV-2
(PE/B.1.1/28549/2020) en 10 pasajes sucesivos en células Vero ATCC CCL-81.
A. Titulacion de los 10 pasajes del virus SARS-CoV-2. B. Aspecto morfoldgico de
las placas virales de los pasajes del virus SARS-CoV-2. C. Cuantificacion del titulo
viral en los 10 pasajes. Los datos muestran la media y desviacion estandar de

4 repeticiones.

nan la mayor probabilidad de aislamiento
del virus SARS-CoV-2 asociado a la carga
viral de las muestras, con Ct< 24 se logra
80% de recuperacion del virus . Tam-
bién se muestra la utilidad de las lineas
celulares Vero ATCC CCL-81 y Vero E6 en
la replicacion del virus SARS-CoV-2, con
preferencia por la célula Vero ATCC CCL-
81 como lo reportan algunos estudios ©®,
a diferencia de otros que indican mayor
replicacién celular en Vero E6, siendo la
mas utilizada "), Para este estudio se uti-
lizd el aislamiento clasico que sigue sien-
do un estandar de comparacion, aunque
actualmente se han desarrollado méto-
dos como el de aislamiento automati-
zado de alta velocidad a gran escala de
SARS-CoV-2, a partir de muestras clinicas
mediante cocultivo miniaturizado ©7.

En esta investigacién se confirmé el
aislamiento del virus SARS-CoV-2 de 11
muestras de hisopado nasal y faringeo
por el método de RT-PCR e IFl, se obser-
vo que en el RT-PCR del aislamiento los
valores de Ct fueron menores en compa-
racion con el RT-PCR diagndstico. Las 9
muestras no aisladas a pesar de tener un
RT-PCR de aislamiento positivo los valores
de Ct son mayores al PCR diagndstico, lo
cual indica que no hubo replicacion viral,
esto fue complementado con los resulta-
dos negativos del efecto citopatico e IFI.

La seleccion de la cepa prototi-
po del virus SARS-CoV-2 denominada
PE/B.1.1/28549/2020 y la generacion de
10 pasajes sucesivos in vitro mostré mu-
taciones del virus para una mejor adap-
tacion a la célula huésped Vero ATCC
CCL-81, en este caso, especificamente a
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Figura 6. Secuenciacion de los 10 pasajes del linaje B.1.1 del virus SARS-CoV-2. Se observa en
el pasaje 2 (P2) una delecién de 27 pares de base en la posicion 21764 — 21790 y mutaciones
a nivel de la proteina de la espiga en el pasaje 4 (P4) en la posicion 23014 (E484D) y el pasaje 8

(P8) corresponde a la posicion 24507 (S982L).

nivel de la proteina de la espiga, causan-
do deleciones y mutaciones. La mutacion
nucleotidica del pasaje 4 (P4) en la po-
sicién 23014 (E484D) permitid a la cepa
adaptarse a la linea celular e infectar
satisfactoriamente, con aumento de su
virulencia. Esta mutacién fue reportada
en la cepa original de Wuhan (Wuhan-
Hu-1, numero de acceso de GenBank
NC_045512) ¢®

La segunda mutacion del pasaje 8 co-
rresponde a la posicion 24507 (S982L),
esta mutacion disminuye su virulencia,
pero demuestra la adaptacién genética a
la linea celular. Investigaciones con resul-
tados similares indican que el virus SARS-
CoV-2 cuando es cultivado estd bajo una
fuerte presidn selectiva para adquirir es-
tas mutaciones en diversos ORF del geno-
ma, entre ellos el gen S #%49 Dichos ha-
llazgos confirman que estas mutaciones
se fijan durante la adaptacion del virus
a las condiciones del ambiente, como lo
muestran estudios de ARN in vitro 04,

En conclusion, se aislé el virus del SARS-
CoV-2 en células Vero ATCC CCL-81. El ais-
lamiento se realizd de muestras obtenidas
durante la primera ola de la pandemia de
la COVID-19 en el Perd. En abril del 2020
fueron identificados 4 linajes PANGO (B.1,
B.1.1, B.1.1.1 y B.1.205) circulantes. Los
pasajes sucesivos de la cepa prototipo
PE/B.1.1/28549/2020 presentd mutacio-
nes en la proteina de la espiga indicando
su adaptacion a la célula hospedera, que
le permitié tener mas éxito de superviven-
cia. La obtencién de dicho aislado nos per-
mitid realizar la transferencia del material
bioldgico a otras instituciones de investi-
gacion que desarrollaban tecnologias para
enfrentar la pandemia de la COVID-19.
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