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Vigilancia de variantes genéticas del virus SARS-CoV-2 en la Frontera Sur de México

Surveillance of genetic variants of the SARS-CoV-2 virus at the Southern Border of Mexico
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Resumen

Como resultado de su ciclo evolutivo, el virus SARS-CoV-2,
agente causal de COVID-19, ha sufrido mutaciones genéticas
durante el transcurso de la pandemia, originando diferentes
variantes. Las variantes que presentan un potencial de riesgo
para la salud publica son denominadas como Variantes de
Preocupacion (VOC) por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS). Dentro de esta clasificacion se encuentra la variante
Delta (B.1.617.2) debido a su capacidad de escapar de la
inmunidad, ya sea de manera natural o inducida por las
vacunas, lo que puede generar reinfecciones, mayor trans-
misibilidad y gravedad. Esta variante fue identificada por
primera vez en octubre de 2020 en India. En México, se
reconocié como variante circulante el 18 de abril de 2021,
mientras que en Chiapas fue el 16 de julio del mismo afio.
Con base en ello, se realiz6 la vigilancia de las variantes epi-
demiolégicamente relevantes Alfa, Beta, Gamma y Delta en
un grupo de 117 pacientes diagnosticados con SARS-CoV-2
que acudieron durante los meses de enero a julio de 2021
a un laboratorio privado con reconocimiento del InDRE en
Tapachula, Chiapas. La identificacion de variantes y su con-
firmacion se realizé en el Laboratorio de Investigacién en
Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina Humana,
Campus IV, UNACH. De los 117 pacientes, con una edad
promedio de 46 + 15 afios, 62% (n=72) fueron hombres y
38% (n=45) mujeres. Se encontrd que la variante Delta ha
estado presente como variante circulante en nuestra po-
blacién desde enero de 2021, observando un incremento
importante en el mes de mayo. En el 73% (87/117) de los
casos, se encontro la variante Delta como monoinfeccién y
coinfeccién, mientras que las variantes silvestre, Alfa, Beta 'y
Gamma se identificaron en menor proporcion.
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Abstract

As a result of its evolutionary cycle, causal agent of CO-
VID-19, SARS-CoV-2 virus, has undergone genetic muta-
tions along the pandemic, giving rise to different variants.
Variants of public health potential risk are referred by the
World Health Organization (WHO) as Variants of Concern
(VOCQ). Within this classification Delta variant (B.1.617.2)
leads reinfections, increased transmissibility, and severity
due to its ability to escape immunity, whether natural or
vaccine-induced. This variant was first identified in India in
October 2020. In Mexico, it was recognized as a circula-
ting variant on April 18% 2021, while in Chiapas it was by
July 16%™. In this work, surveillance was carried out on the
epidemiologically relevant variants Alpha, Beta, Gamma,
and Delta in a group of 117 patients diagnosed with SARS-
CoV-2 during the months of January to July 2021 in an In-
DRE recognized private laboratory in Tapachula, Chiapas.
Identification of variants and their confirmation was carried
out at the Biomedical Sciences Research Laboratory of the
Faculty of Human Medicine, Campus IV, UNACH. Out of the
117 tested patients, with an average age of 46 + 15 years,
62% (n=72) were men (62%) and 45 were women (38%). It
was found that Delta variant has been present as a circu-
lating variant in our population since January 2021, with
a significant increase observed in May. Delta variant was
found as a monoinfection and co-infection in 73% (87/117)
of cases, while wild-type, Alpha, Beta, and Gamma variants
were identified in smaller proportions.
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Introduccion

Desde principios de 2020, el SARS-CoV-2 (coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo,
por sus siglas en inglés) se ha extendido por todo el mundo, dando lugar a una pandemia que ha causado millones
de muertes (Huang et al., 2020). Todos los virus, incluido el SARS-CoV-2, sufren mutaciones como parte de su ciclo
evolutivo (Pérez-Gomez, 2021). Aunque su tasa de mutaciones es menor en comparacién con otros virus de ARN,
algunas de estas mutaciones le han conferido mayor transmisibilidad o capacidad de escapar del sistema inmuno-
l6gico (Pérez-Gémez, 2021; Earnest et al., 2022). Desde el inicio de la pandemia, el SARS-CoV-2 ha evolucionado
continuamente, dando lugar a diferentes variantes genéticas (Earnest et al.,, 2022; Rambaut et al., 2020). En febrero
de 2020, se detect6 en Europa la mutacion D614G dentro del Dominio de Union de Regidn (RBD) de la proteina S
(del inglés spike). Estudios previos han demostrado que esta mutacién esta asociada con una carga viral mas alta, lo
que mejora la unién del virus a su receptor, la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) y aumenta la infectivi-
dad. Las variantes que portan la mutacion D614G se convirtieron rapidamente en cepas virales dominantes en todo
el mundo (Lauring & Hodcroft, 2021). Hasta la fecha, las mutaciones que causan variaciones en la proteina de la
espicula del SARS-CoV-2 han sido las mas estudiadas debido al papel de la proteina en el contacto inicial entre el
virus y la célula, porque es la regién mas variable en el genoma del virus (Lazarevic et al., 2021). Algunas mutacio-
nes preocupantes asociadas con un mayor impacto viral que se han descrito en la proteina S son: D614G, N501Y,
E484K, K417N/T, LA52R y P681R, entre otras (Harvey et al., 2021; Wang et al., 2021; Walls et al., 2021)

Las variantes del virus se definen segun su origen, su perfil genético (algunas mutaciones caracteristicas
prevalentes en el linaje) y la gravedad de la enfermedad que producen; lo que determina el nivel de impacto
(Rambaut., et al 2020). Los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) y la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) han clasificado las variantes como "variantes de preocupacién (VOC)",“variante de
interés (VOI)", y "variantes bajo supervisién (VUM)" (Zhou & Wang, 2021; WHO, 2023). En nuestro pais, hasta
mayo de 2021, habia cuatro linajes del SARS-CoV-2 designados como VOC (variantes Alfa, Beta, Gamma y Delta)
(Secretaria de Salud, 2021). La variante Alfa era mas transmisible que las versiones anteriores y se extendio rapi-
damente a nivel mundial. Las variantes Beta y Gamma acumularon mutaciones que escapaban parcialmente de
las defensas inmunitarias y afectaban la eficacia de las vacunas (Zhou & Wang, 2021). La variante Delta (B.1.617.2),
identificada inicialmente en octubre del 2020 en India, fue reconocida como variante circulante en México el 18
de abril de 2021 y en el Estado de Chiapas, el 16 de julio del mismo afio. Se convirtié en la variante mas preocu-
pante de todas las que han surgido (Giovanetti et al., 2022) debido a su perfil genético particular, con mutaciones
Unicas, como T478K en la proteina spike y M203R en la nucleocapside (Zhou & Wang, 2021; Vaidyanathan, 2021).
Por otro lado, a principios de noviembre de 2021, se detectd por primera vez en Botswana y Sudafrica la variante
Omicron (B.1.1.529) (Akkiz, 2022) que alberga mas de 30 mutaciones en la proteina spike, muchas de las cuales
estan ubicadas dentro del RBD, y se han asociado con una mayor transmisibilidad y evasion inmune después de
una infeccion y vacunacién previa (Akkiz, 2022; Karim & Karim, 2021).

Como se puede observar, las VOC tienen una mayor transmisibilidad en comparacién con el virus original y
por ende, mayor potencial de aumentar la gravedad de la enfermedad (WHO, 2023). Ademas, exhiben una menor
susceptibilidad a las respuestas inmunitarias inducidas por vacunas e infecciones y, por lo tanto, poseen la capa-
cidad de reinfectar a individuos previamente infectadso y recuperados (Zhou & Wang, 2021; Lazarevic et al,
2021). Debido a la gran multiculturalidad y al alto flujo migratorio, la Frontera Sur de México se convierte en una
region en la que es necesario contar con lo mas bésico en cuanto a diagndstico oportuno y/o especializado, trata-
miento y prevencion.

En este contexto, el objetivo del presente estudio fue realizar el monitoreo de variantes emergentes del virus
SARS-CoV-2 epidemiolégicamente relevantes en un grupo de pacientes diagnosticados con SARS-CoV-2 que
acudieron durante los meses de enero a julio de 2021 a un laboratorio privado de la Ciudad de Tapachula, Chia-
pas, con reconocimiento del Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiolégicos “Dr. Manuel Martinez Baez"
(InDRE). Esto como una medida crucial para generar informacion cientifica Util para responder a los brotes que
surjan, asi como para mejorar la prevencion y control de la enfermedad, eficacia de las vacunas o medicamentos,
medios de diagnostico y otras medidas mas efectivas en la region.
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Materiales y métodos

Se realizé un estudio descriptivo de serie de casos, con registro en la Direccion General de Investigacion y Posgra-
do (DGIP) de la UNACH con la clave 03/EMH/RPR/039/22. La coleccion de muestras y el diagnostico molecular de
SARS-CoV-2 se realizd en el Laboratorio Genodiagndstica S.A de C.V; laboratorio privado ubicado en la Ciudad
de Tapachula, Chiapas que cuenta con el reconocimiento del InDRE. La identificacién de variantes y confirmacion
por secuenciacién por el método de Sanger se realizé en el Laboratorio de Investigacidn en Ciencias Biomédicas
de la Facultad de Medicina Humana, Campus IV, UNACH.

Poblacion de estudio

Durante los meses de enero a julio de 2021, se incluyeron 117 pacientes mayores de edad que cumplieron con
la Definicion Operacional de Caso Sospechoso de Enfermedad Respiratoria Viral y dieron resultado positivo en la
prueba de Retrotranscripcion (RT) acoplada a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (qRT-PCR)
para el virus SARS-CoV-2. Los pacientes acudieron a un laboratorio privado en la Ciudad de Tapachula, Chiapas,
donde previa firma de la carta de consentimiento informado y siguiendo las buenas practicas clinicas, se les
tomo una muestra de exudado faringeo y nasofaringeo.

Diagnéstico molecular de SARS-CoV-2

A partir de las muestras de exudado recolectadas, se aisl6 el ARN viral utilizando el estuche QIAamp Viral RNA Kit
siguiendo las especificaciones de la casa comercial QIAGEN®. Posteriormente, se realizé una RT-PCR en Tiempo
Real siguiendo el protocolo del Allplex™ SARS-CoV-2 Assay de Seegene, el cual se amplifica los genes N, E, RdRP
y S del virus SARS-CoV- 2.

Deteccion molecular de las variantes del virus SARS-CoV-2

La deteccién de las variantes de SARS-CoV-2 se realizd en las muestras previamente caracterizadas como posi-
tivas para SARS-CoV-2. Para ello, se emplearon los estuches comerciales One-Step Real-Time RT-PCR de QIA-
GEN®, y los estuches SARS-CoV-2 Variants RT-PCR Kit que permiten identificar las variantes Alfa (B.1.1.7), Beta
(B.1.351) y Gamma (P.1), ademas de la cepa silvestre (wild-type) y otros linajes que contengan la delecion HV
69-70. Los blancos para la deteccion de las variantes de SARS-CoV-2 son mutaciones en los genes ORF1ab (de-
lecion SGF 3675-3677) y Spike (delecion HV69-70). También, se uso el estuche SARS-CoV-2 Delta Variant RT-PCR
para detectar la variante Delta (variante B.1.617.2) cuya diana es la delecién 156-157 del gen que codifica para
la proteina spike; ambos de la casa comercial Vitro Master Diagnostica®. En cada prueba, también se incluyé la
deteccién del gen RNasaP como control interno de amplificacion.

Confirmacion de variantes del virus SARS-CoV-2

Se realizé la confirmacion de la identidad de las variantes de SARS-CoV-2 a partir del ARN de cada muestra ana-
lizada. Para ello, se utilizé el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription de Life Technologies® para la retro-
transcripcion y posterior amplificacion de la region completa del gen S del virus. Posteriormente, se llevd a cabo el
marcaje con el estuche BigDye™ Terminator v3.1 de Applied Biosystems™ y la secuenciacion mediante el método
de Sanger en la plataforma Genetic Analyzer ABI PRISM 310. Finalmente, se analizaron las secuencias obtenidas
comparandolas con secuencias de referencia de cada variante y mutacion.

Andlisis de datos

Los resultados fueron analizados empleando estadistica descriptiva, utilizando porcentajes para variables cualita-
tivas y medidas de tendencia central y dispersion (promedio y desviacion estandar) para variables cuantitativas. Se
utilizo el software Microsoft Excel® para realizar el analisis.

Resultados y Discusion

Se incluyeron 117 muestras de pacientes SARS-CoV-2 positivos por RT-PCR en Tiempo Real. La edad promedio
fue 46 + 15 afos; 72 (62%) fueron hombres y 45 (38%) fueron mujeres. Las principales caracteristicas clinicas se
muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas demogréficas y clinicas del grupo de estudio.

Pacientes Género

Masculino ~ Femenino

n=117 72 (62%) 45 (38%)

Edad (afios) 46 +15 46 +15 47 +16
Manifestaciones clinicas 104 (89%) 66 (63%) 38 (37%)

Principales sintomas

Fiebre 67 (64%) 38 (57%) 29 (76%)

Tos 64 (62%) 45 (68%) 19 (51%)

Cefalea 63 (61%) 38 (57%) 26 (68%)

Mialgia 62 (60%) 41 (62%) 21 (56%)

Comorbilidades 36 (35%) 26 (72%) 10 (28%)
Principales comorbilidades

Diabetes 18 (50%) 12 (46%) 6 (60%)

Hipertesion 12 (33%) 9 (35%) 3 (30%)

Fuente: elaboracién propia

En las 117 muestras analizadas para la busqueda de variantes del SARS-CoV-2, se encontraron mono-
infecciones en el 30% (35/117) de los casos y coinfecciones en el 70% (82/117). En el primer grupo, la variante
predominante fue la silvestre (23%), seguida de la Delta (4%) y otros linajes (3%). En las coinfecciones, la mas
frecuente fue la silvestre/Delta (38%), seguida de la Beta o Gamma/Delta (32%) (Figura 1).
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Figura 1. Frecuencia de las variantes de SARS-CoV-2 circulantes de enero a julio de 2021 en la Frontera Sur de México. El
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simbolo "8" representa a la variable Delta; “WT" a la cepa Wild Type; “B" a la variante Beta; "y" a la variante Gamma.

En la Figura 2 se muestra la distribucion de estas variantes durante el periodo analizado del afio 2021.
Como se puede apreciar, se encontrd que la variante Delta ha estado presente como variante circulante en
nuestra poblacién desde enero de 2021; se observaron casos desde el mes de enero hasta julio, con un incre-
mento importante en el mes de mayo.
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Figura 2. Distribucion de las variantes de SARS-CoV-2 en el periodo de enero a julio de 2021 en la Frontera
Sur de México. Se grafica el nUmero de casos en los diferentes meses. El simbolo B/G representa a la variante
Beta/Gamma, WT a la cepa Wild Type.

En México se han documentado multiples linajes del virus SARS-CoV-2 a lo largo de la pandemia de
COVID-19, con diversos patrones de distribucion de las variantes en las diferentes entidades federativas de la
Republica Mexicana. El Consorcio Mexicano de Vigilancia Genémica (CoViGen-Mex), a través del Programa de
Vigilancia Genomica del SARS-CoV-2, informo que, en los uUltimos meses del periodo comprendido de enero a
julio de 2021, se observo un incremento considerable de la variante Alfa, desplazando a la variante B.1.1.519,
seguido de un aumento de las variantes Gamma y Delta, las cuales desplazaron a la variante Alfa en la mayoria de
los Estados de la Republica (Consorcio Mexicano de Vigilancia Gendmica, 2022; Vaidyanathan, 2021). Lo anterior
se baso en el andlisis de las secuencias aportadas por los institutos que conforman el Consorcio CoViGen-Mex
(InDRE, INER, CINVESTAV, UNAM, IMSS, INMEGEN) las cuales son depositadas de manera oportuna en la base de
datos MexCoV2, asi como en la base de datos internacional de GISAID (Consorcio Mexicano de Vigilancia Gené-
mica, 2022). Cabe destacar que las variantes identificadas del SARS-CoV-2 en nuestro estudio fueron validadas
por secuenciacion de Sanger del gen S, region codificante para la proteina spike. Sin embargo, es importante
mencionar que entre las entidades federativas con menor nimero de aporte de muestras para su analisis se
encontraba Chiapas. Nuestros resultados concuerdan con el comportamiento reportado previamente para las
variantes Alfa, Beta y Gamma, pero difieren en el caso de la variante Delta, ya que fue identificada en nuestro
grupo de estudio desde enero de 2021 y se observé un incremento importante en el mes de mayo.

Aunque el rapido incremento de la variante Delta en el mes de mayo coincide con el aumento identificado
en otros Estados, llegando en Junio al 40% e identificandose en toda la Republica (Consorcio Mexicano de Vigi-
lancia Gendmica, 2022), se sabe que la primera variante reportada fue Alfa, surgida en Reino Unido en la se-
gunda mitad de 2020, la cual se extendié rapidamente a nivel mundial (Volz et al., 2021). Sin embargo, en los
meses posteriores fue desplazada por la variante Delta, ya que dicha variante se propagd aproximadamente
un 60% mas rapido que la variante Alfa (Mishra et al., 2021; Singh et al.,, 2021). Esto concuerda con nuestros
resultados, ya que la variante Delta fue la de mayor frecuencia acumulada hasta julio de 2021, con 87 casos,
seguida de la variante silvestre con 72 casos, la variante Beta o Gamma con 37 casos y otros linajes con 3
casos (Figuras 2 y 3). Ademas, es importante destacar que, aunque existan distintos linajes de SARS-CoV-2
alrededor del mundo, pocos estudios resaltan la importancia de las coinfecciones y su deteccion adecuada
como elemento crucial para evaluar su impacto clinico y el riesgo de aparicién de posibles recombinantes en
poblaciones vulnerables. Nuestros resultados muestran un 30% de monoinfecciones y 70% de coinfecciones.
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Conclusiones

La aparicién de mutaciones en los virus es un fendmeno usual y esperado, que incrementa la probabilidad
de que alguna le confiera mayor infectividad, virulencia, capacidad para evadir la respuesta inmunoldgica
natural o inducida, y la capacidad de reinfectar a las personas. De manera que, la aparicion de nuevas varian-
tes del SARS-CoV-2 con caracteristicas clinicas y epidemiologicas importantes seguira ocurriendo mientras
continuen los contagios. En la Frontera Sur de nuestro pais se encontré que, de las variantes emergentes del
virus SARS-CoV-2 analizadas, la variante Delta ha estado presente como variante circulante en nuestra po-
blacion desde enero de 2021, observando un incremento importante en el mes de mayo. Interesantemente,
en el 73% (87/117) de los casos, se encontrd la variante Delta como monoinfeccién y como coinfeccién con
las variantes Beta/Gamma o Wild Type, mientras que las variantes silvestre, Alfa, Beta y Gamma se identifica-
ron en menor proporcién. Seria importante, en estudios subsecuentes, aumentar el nimero de muestras de
pacientes analizados e incluir muestras de la zona norte de la franja fronteriza de Chiapas para fortalecer las
medidas preventivas en la regién.
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