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RESUMEN

Las variantes emergentes del SARS-CoV-2 son motivo de preocupacion clinica. En una cohorte
de 417 personas que habian recibido la segunda dosis de la vacuna BNT162b2 (Pfizer—
BioNTech) o mRNA-1273 (Moderna) almenos 2 semanas antes, identificamos a 2 mujeres
vacunadas con infeccidn. A pesarde la evidenciade la eficacia de la vacunaen ambas mujeres,
se desarrollaron sintomas de Covid-19, y dieron positivo para SARS-CoV-2 por PCR. La
secuenciacion viral revelé variantes de probable importancia clinica, que incluyen E484K en 1
mujery 3 mutaciones (T95I, del142-144 y D614G) en ambas.

Estas observacionesindican un riesgo potencial de enfermedad después de unavacunacion
exitosay la infeccién posterior con una variante del virus, y brindan apoyo para los esfuerzos
para preveniry diagnosticar las infecciones, y caracterizar las variantes en personas vacunadas.
(Financiado por los Institutos Nacionales de Salud y otros).

Las infecciones por SARS-CoV-2 causaron mas de 83 millones de casos conocidos de Covid-19 a
finales de 2020, pero se ha logrado un gran progreso con la autorizacién y despliegue de las
vacunasy de las terapias con anticuerpos. Estas estrategias se dirigen a la proteina pico viral,
perola aparicion de variantes virales, particularmente en el gen S, amenaza la duracion de su
eficacia.

Estas preocupaciones han proporcionado unimpulso para aumentarlas pruebasy la
secuenciacion de ADN viral en las personas infectadas, paracomprender la transmisibilidad, la
virulencia, y la capacidad de las variantes para evadirlas vacunas actuales. La ciudad de Nueva
York ha visto un preocupante aumento de las variantes virales. La mayoria de estas variantes,
que explican mas del 72% de los casos nuevos al 30 de marzo de 2021, fueronla cepaB.1.1.7,
primero identificada en el Reino Unido (en el 26,2% de los casos), y la B.1.526 identificada por
primera vezen la ciudad de NuevaYork (en42,9%).* Dos areas de preocupacién se relacionan



mailto:darnelr@rockefeller.edu

con la capacidad de las variantes para evadir lainmunidad inducida por la vacuna, y causar asi
una infeccién asintomatica (y de ese modo promoverla propagacién viral) o enfermedad.
Ambas consecuencias sonimportantes, ambos deben considerarse de formaindependiente, y
ambas son en gran parte desconocidas.

Describimos a dos personas completamente vacunadas, que desarrollaroninfecciones con
variantes del SARS-CoV-2, las que albergan una serie de sustituciones de interés. A pesar de la
evidenciade que la primera dosis de vacuna condujoa una fuerte respuestade anticuerpos a
la proteinade pico enel Paciente 1, la PCR basada ensaliva enla Universidad Rockefeller
identificé la infeccidn 19 dias después de la segunda dosis (vacunacién de refuerzo). Las
pruebastambién fueron positivas para la infeccién en el Paciente 2, que habia completado la
vacunacion 36 dias antes. Juntas, estas observaciones brindan apoyo a las estrategias actuales,
de monitorear las multiples variables de una manera proactiva. Estas estrategiasincluyen
pruebasvirales en personas sintomaticas y asintomaticas, la secuenciacién de ARN viraly la
monitorizacién de los titulos de anticuerpos neutralizantes, particularmente en las personas
vacunadas que posteriormente se infectan.

METODOS

Recoleccidny procesamiento de muestras

A partir del otofio de 2020, todos los empleadosy estudiantes en elcampusde la Universidad
Rockefeller (aproximadamente 1400 personas) fueron testeados almenos semanalmente, con
una pruebade PCR basada en saliva, desarrollada en el laboratorio clinico de Darnell (nUmero
de aprobacion, PFI-9216), aprobada para uso clinico por una autorizacién para usode
emergenciadelestado de Nueva York. Los protocolos para la toma de muestras de saliva para
el testeo clinico de SARS-CoV-2fueron revisados por la juntade revision institucional de la
Universidad Rockefeller. Se obtuvo por escrito el consentimiento informado para el andlisis de
los titulos de anticuerpos delPaciente 1, y el estudio fue llevado a cabo de acuerdo con las
recomendaciones del Consejo Internacional parala Armonizacién de las Buenas Practicas
Clinicas.

De acuerdo con las regulaciones del estado de Nueva York con respecto a la elegibilidad, 417
empleados que habian recibido unasegundadosis de las vacunas BNT162b2 (Pfizer—
BioNTech) o mRNA-1273 (Moderna) almenos 2 semanas antes, se testearon entre el 21 de
eneroy 17 de marzo del2021 semanalmente, desde entonces. Las caracteristicas
demograficas de estas 417 personasy de 1491 personasno vacunadas testeadas en paralelo
enla Universidad de Rockefeller durante el mismo periodo se muestran en la Tabla S1 del
Apéndice complementario, disponible con eltexto completo de este articulo en NEJM.org.

Seinstruyé a los empleadosy estudiantes para proporcionar una muestrade saliva enun
recipiente, y transferir 300 pl a un vial que contenga 300 ul de bufferdelLaboratorio de la
Universidad Darnell Rockefeller (DRUL) (5M de tiocianato de guanidina, sarcosilo al 0,5%, y
300 mM de acetato de sodio [pH 5,5]).

Las muestras se procesaron en el sistema Thermo King- Fisher Apex para unarapida
purificacion de ARN, y se amplificé el ADN complementario (ADNc) con el uso de TaqPath 1-
Step RT-qPCR (RT- PCR cuantitativa) primers Master Mix (Thermo Fisher Scientific) y sondas



qgue fueronvalidadas bajo autorizacién de uso de emergenciade la FDA (Tabla S2) con el 7500
Fast Dx Real- PCR (Applied Biosystems).

Las muestras se consideraron interpretables siel umbral del ciclo de control de limpieza
(RNase P) (Ct) eramenorde 40 y el ARN viral fue se consideré como detectado conambos
cebadoresviralesy sondas (N1y N2, detectando dos regiones delgen de la nucleocépside [N]
del SARS-CoV-2) enun Ctde menos de 40.

Calculo de carga viral

Calculamos la carga viral por mililitro de saliva usando SARS-CoV-2inactivado quimicamente
(ZeptoMetrix), y afiadiéndolo a la saliva en varias diluciones. Las extraccionesy RT-PCR se
realizaron como se ha descripto anteriormente, para determinar los correspondientes valores
Ct para cada dilucién (Fig. S1).

Secuenciacion dirigida

Se realizé la transcripcién inversa de las muestras de ARN con la mezcla iScript (Bio-Rad) segun
las instrucciones delfabricante. La amplificacion por PCR de ADNc se realizd con el uso de dos
juegos de cebadores (juego de cebadores 1: cebador directo 1 [CCAGATGATTTTACAGGCTGCly
viceversacebador1 [CTACTGATGTCTTGGTCATAGAC]; conjunto de cebadores 2: cebador
directo 2 [CTTGTTTTATT GCCACTAGTC] y cebadorinverso 1). Los productos de la PCRluego se
extrajerondelgely se enviaron a Genewiz parasecuenciacién de Sanger.

Ensayo de neutralizacion

Se realizaron, como se describid previamente, ensayos de neutralizacién con replicacidon de
virus de inmunodeficienciahumana defectuoso tipo 1, modificado con proteinade pico de
SARS-CoV-23. Los titulos medios de anticuerpos neutralizantes en suero (50% de neutralizacion
enla prueba [NT50]) se calcularon como un promedio de 3 experimentos independientes, cada
uno realizado con el uso de duplicados técnicos, y la significancia estadistica se determind con
la pruebade Mann-Whitney de dos colas.

Secuenciacion del genomadel ARN viral completo

El ARN total se extrajocomo se describié anteriormente, y se construyd una biblioteca
metatranscriptémica para la secuenciacién de extremo emparejado (lecturas de 150 pb) con la
plataforma lllumina MiSeq. Se prepararon bibliotecas con el sistema de ADN SureSelect XT HS2
(Agilent Technologies) y de Community Design Pan Human Coronavirus (Agilent Technologies),
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se recortaron archivos FASTQ (un formato basado en texto paraalmacenar tanto una
secuencia bioldgica y sus puntuaciones puntuaciones de calidad correspondientes) con Agilent
Genomics Software NextGen Toolkit (AGeNT) (versién 2.0.5) y se utilizaron para analisis
posteriores. El genomade SARSCoV-2se ensamblé con MEGAHIT con parametros
predeterminados, y la secuenciamas larga (30,005 nucledtidos) se analizé con Nextclade
software (https:// clades.nextstrain.org/), en orden paraasignar el clado y nombrar las
mutaciones. Las mutaciones detectadas se confirmaron alineando la secuenciacidn de lecturas
de ARN en la secuenciadelgenomade referencia de SARS-CoV-2 (nimero de GenBank,
NC_045512) con el alineador Burrows — Wheeler (BWA-MEM).



Historias de los pacientes

El paciente 1 era una mujersanade 51 anos, sin factores de riesgo para Covid-19 severo, que
recibié la primera dosis de la vacuna mRNA-1273 enenerodel 21 de febrerode 2021 y la
segundadosis el 19 de febrero. Se habia adherido estrictamente alas precauciones de rutina.
Diez horas después de recibir la segunda dosis de vacuna, desarrollé dolores musculares
parecidos a los de la gripe. Estos sintomas resolvieron al dia siguiente. El 10 de marzo (19 dias
despuésde recibirla segunda dosis de vacuna), presentd dolor de garganta, congestiény dolor
de cabeza, y dio positivo para ARN de SARS-CoV-2en laUniversidad Rockefeller, mastarde ese
dia. El 11 de marzo perdié el sentido del olfato. Sus sintomas resolvieron gradualmente
durante un periodode 1 semana.

El paciente 2 era una mujersanade 65 afios, sin factores de riesgo de Covid-19 grave, que
recibio la primera dosis de la vacuna BNT162b2 el 19 de eneroy la segundadosisel 9 de
febrero. Desarrollé dolor en el brazo inoculado, que duré 2 dias. El 3 de marzo, su parejano
vacunada dio positivo para SARS-CoV-2,yel16 de marzo desarrollo astenia, congestion de los
senos nasalesy dolor de cabeza. El 17 de marzo, se sintié peor y dio positivo para ARN del
SARS-CoV-2, 36dias después de completarla vacunacién. Sus sintomas se estabilizaron y
comenzaron a resolverse el 20 de marzo.

RESULTADOS

Se realizaron pruebas de PCR seriadas de las muestras de saliva, antesy durante el curso de la
enfermedad en ambos pacientes (tablaS$3). En el momento deldiagnéstico, la pruebade PCR
mostré un valor Ct que correspondiaa una carga viral de aproximadamente 195.000 copias
por mililitro de saliva en el paciente 1y aproximadamente 400 copias por mililitro en el
paciente 2 (Fig.S1). Dada la inusual historia clinica de estos dos pacientes, el ARN obtenido de
las muestras de saliva se secuencid, después de la transcripcion inversay de la amplificacién
por PCR dirigida del gen S del SARS-CoV-2. Esta pruebarevelé unaserie de diferencias entre
estas secuenciasy la secuencia original identificada por primeravez en Wuhan, China,
incluidas varias variantes que se ha sugerido que tienen un potencialclinico de preocupacién.
En el Paciente 1, estas mutaciones incluyeron la E484K (que confiere resistenciaa una clase de
anticuerpos neutralizantes generados comunmente*®) y D614G, y en el Paciente 2, estas
mutacionesincluyeron D614G y S477N (Tabla 1).

Se analizd unamuestrade sueroobtenida4 dias después de la apariciéon de los sintomasen el
Paciente 1 en busca de anticuerpos neutralizantes contra el SARS-CoV-2, en un ensayo de
neutralizacién de pseudotipo.? Estos resultados revelaron titulos extremadamente altos de
anticuerpos neutralizantes (Fig.1). Estos datos, junto con los de la historia clinica, proporcionan
pruebas sdlidas de que este paciente probablementeteniaanticuerpos neutralizantes
provocados por la vacunacion.

Para explorar las variantes en el Paciente 1 con mas detalles, utilizamos el exceso de ARN
disponible de la saliva extraida para emprender lasecuenciacion del genomaviral completo.
Este analisis confirmd los cambios encontrados en la secuenciadelgen S por los objetivos de la
amplificacién, y sugirié que la infeccién resultd de una variante del SARS-CoV-2 que estd
relacionada, pero distinta de las variantes conocidas de preocupacidn (la variante B.1.1.7
identificada porprimera vezen el Reino Unidoy la variante B.1.526, identificada por primera
vezenla ciudad de NuevaYork) (Figs.2y 3).



Por lo tanto, analizamos la muestrade suero obtenido del Paciente 1 para medir su eficacia
contra el virus de tipo salvaje, la mutacién E484K vy la variante B.1.526, y encontramos que el
suero fue igualmente eficaz contra cada una (Figura4). Estos datos sugieren que la respuesta
de anticuerpos del Paciente 1 reconocio a estas variantes, pero fue, no obstante, insuficiente
para prevenir la aparicién de una infeccion.



Results in Patients 1 and 2.*

Table 1. Clinically Relevant Mutations in the § Gene and Corresponding

Mutation Patient 1
69/70 deletion Mot detected
D20A Mot detected
T951 Detected
D138Y Not detected
del142-145 Detected (del144)
R190T Not detected
D215G Not detected
F2201 Mot detected
R237K Mot detected
A247-244 Mot detected
R246T Mot detected
D253G Mot detected
K417T Mot detected
L452R Mot detected
S477TN Mot detected
E424K Detected
MN501Y Mot detected
ASTOD Detected
Del14G Detected
HB55Y Not detected
P&E1IH Detected
ATOLV Not detected
D796H Detected

Patient 2
Mot detected
Mot detected

Detected
Mot detected

Detected (G142V, del144)

Detected
Mot detected
Detected
Detected
Mot detected
Detected
Mot detected
Undetermined
Undetermined
P/HT
Undetermined
Undetermined
Mot detected
Detected
Mot detected
P/HT
Undetermined
Undetermined

# These mutations are defined by the Centers for Disease Contrel and

Prevention.®

1 P/H indicates partial heterozygosity (sequences from both the variant strain

and the original strain first identified in Wuhan, China, were detected).
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Figura 1. Evidencia de la eficacia de la vacuna en el paciente 1. El panel A muestra los resultados de un
ensayo de neutralizacion de un pseudotipo de SARS-CoV-27 en el Paciente 1. Se muestran las unidades
de luminiscencia relativa (RLU, relative luminiscense units) normalizadas a unidades, de personas no
vacunadas. Las barras | indican intervalos de confianza del 95%. El panel B muestra los titulos de
anticuerpos neutralizantes en suero obtenido de pacientes recuperados 1,3 meses8 y 6,2 meses?®
después de la infeccidon, de personas que habian recibido ambas dosis de la vacuna mRNA-1273 o
BNT162b2,% y del Paciente 1 (después de la vacunacidn y de la infeccidn). El titulo de la prueba de
neutralizacion del 50% (NT50) entre los pacientes recuperadosa los 1,3 meses después de la infeccion
no difirié significativamente de la de las personas que recibieron ambas dosis de la vacuna mRNA-1273 o
BNT162b2. Las barras rojas indican medios geométricos; se muestran altos niveles de actividad
neutralizante (media [+ DE] NT50, 3209 + 760) en el Paciente 1. Los titulos medios de anticuerpos
neutralizantes en suero son de 3 experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado. NS
denota no significativo.
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Figure 2. Phylogenetic Tree.
In the clade analysis for Patient 1, the closest match was between clades 20B and 20C. The SARS-CoV-2 variant first identified in the
United Kingdom (B.1.1.7) is clade B, and the variant first identified in New York City (B.1.526) is clade 20C.




Phylogeny

Node types

® New
@ Reference

Figure 3. Phylogenetic Comparisons of SARS-CoV-2 Variants.
The red line indicates Patient 1.
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Figure 4. Neutralization Assays for Antibodies to the
Wuhan-Hu-1 Isolate, the E484K Variant, and the
B.1.526 Variant.

Pseudotype neutralization assays for the wild-type
(Wuhan-Hu-1 isolate) virus, the E434K mutant, and
the B.1.526 variant first identified in New York City (in-
cluding the substitutions L5F, T951, D253G, E4234K,
D614G, and A701V) were performed with a serum
sample obtained from Patient 1. Shown are means and
standard deviations (I bars) of three independent ex-
periments. The E484K substitution alone or together
with other substitutions in the B.1.526 variant were not
significantly more resistant to neutralization by the se-
rumn from Patient 1 than the wild-type virus.

DISCUSION

Los sintomas clinicos del Covid-19 se desarrollaron 19 dias después de que el Paciente 1 recibid
la segunda dosis de vacuna y 36 dias después de que el Paciente 2 recibio la segunda dosis.
Ambos pacientes tenian antecedentes consistentes con unarespuestaclinica al refuerzode la
vacuna. En el Paciente 1, se habia documentado la presencia de titulos altos de anticuerpos de
neutralizacion poco después deldesarrollo de los sintomas. Aunque unapruebade
anticuerpos basales antes de la enfermedad y después de lavacunacidn hubierasido ideal,
sigue siendo posible que se haya infectado antes de que la vacuna de refuerzo hubieratenido
un efecto pleno. Considerando la historia clinica, la evoluciény los titulos de anticuerpos
neutralizantes medidos, llegamos ala conclusion de que es muy probable que ambos
pacientes tuvieron respuestasinmunes efectivas a las vacunas. Aunque estos pacientes
presentaban sintomas clinicamente leves, seriamuy importante determinar si los sintomas



graves pueden desarrollarse o no, en otros, a pesarde la vacunacién, a medidaque las
variantes contintan evolucionando.® En conjunto, nuestras observaciones apoyan la
conclusién de que hemos caracterizado de buenafe ejemplos de infecciones en vacunados,
qgue se manifestaron con sintomas clinicos. Ademas, los datos del Paciente 1 indican que la
infeccién con una variante delvirus puede suceder con unacarga viral alta, a pesar de los altos
niveles de anticuerpos neutralizantes frente alas variantes.

El examen de las secuencias del SARS-CoV-2reveld que ambos pacientes estaban infectados
con variantes del virus. La identificacion rdpida de la secuenciade las variantes por
amplificacién por PCR dirigida mostrdé que ninguna secuencia se ajustabacon precision a
ningun clado conocido. Algunas de las sustituciones en el Paciente 1 (T95I, del144, E484K,
A570D, D614G, P681H, y D796H) se compartieron con B.1.526 (T95I, E484K, y D614G6), y se
compartieron 3 sustituciones con el Paciente 2 (en quien las variantes T95l, G142V y del144,
F2201, R190T, R237K, R246T, y D614G). La secuenciacién del genomaviral completo reveld
varias sustituciones adicionales, incluyendo D796H, presente en unaregién rica en guanina-
citosina no identificada como objetivo porla PCR. Estas sustituciones pueden disminuirla
sensibilidad al suero de convalecencial' y pueden teneralgunos cambios Gnicos sin
codificacidn en comparacidn con los clados identificados por primeravez en Wuhan, el Reino
Unidoy la ciudad de Nueva York.

Aunque se realizé un analisis mas detallado de la secuenciacién de todo el genoma del
Paciente 1, no pudimos concluir que la variante en este paciente eraun linaje Pango
(Phyligeneticassighment of named global outbreak), porque estaba presente enunasola
persona.?Sus vinculos mas cercanos en el arbol filogenético fueron la primeravariante
identificado en el Reino Unido (B.1.1.7) y la variante identificada por primera vez en la ciudad
de NuevaYork (B.1.526), pero con diferencias considerables (Figuras 2y 3). Serd de interés
determinarsi esto puede haberresultado de unarecombinacidon eventoentre B.1.1.7y
B.1.526, como se ha informado recientemente parala recombinacién entre ellinaje B.1.1.7 y
el linaje "tipo salvaje" identificado por primera vezen Wuhan.!3 Alternativamente, las
sustituciones compartidas puedenserelresultado de unaevolucidon convergente.

Estas observaciones de ninguna manerasocavan la importancia de los esfuerzos urgentes que
se estan realizando a nivel federaly estatal para vacunar a la poblacidn de los Estados Unidos.
También prestan apoyo a los esfuerzos para avanzaren una nuevavacuna de refuerzo (asi
COmMO unavacuna pancoronavirus) para proporcionar una mayor proteccién contra las
variantes. En enero de 2021, Moderna anuncid sus esfuerzos clinicos para apuntara unanueva
variante del SARS-CoV-2, que se identificé por primera vez en Sudafrica e incluye tres
mutaciones (E484K, N501Y y K417N) en el dominio de unién al receptorde la enzima
convertidora de angiotensina 2.

Estos esfuerzos son de valor critico, porque los recientes estudios han demostrado que las
inmunizaciones estan demostrando ser menos potentes contra la variante primero
identificado en Sudafrica (B.1.351), que podria haberadquirido una resistencia parcial a los
anticuerpos neutralizantes generados por las infecciones naturales o las vacunas.?**> Almismo
tiempo, nuestras observaciones subrayan laimportancia de la carrera en curso entre la
inmunizacién y la seleccién natural de las potenciales mutaciones de escape viral. Durante este
periodo critico, nuestros datos respaldan la necesidad de mantener las capas de estrategias de
mitigacion, incluyendo las pruebas seriadas de personas asintomaticas, las publicaciones
abiertas y los andlisis de las bases de datos de vacunacién e infeccidon (como las que acumulan



datosen NuevaYork) y la secuenciacion rapida del ARN de SARSCoV-2 obtenido de una
variante en personas de alto riesgo.
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