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Puntos clave

Pregunta Durante la fase inicial del brote, ¢cuales fueron las rutas de
transmision y las caracteristicas gendémicas del sindrome respiratorio agudo
severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) propagado en Los Angeles, California?

Hallazgos Esta serie de casos de 192 pacientes encontré que el 82% de los
aislados de SARS-CoV-2 de Los Angeles compartian una similitud mas
cercana con los originarios de Europa frente a los de Asia (15%). Utilizando la
firma de variacion de los genomas virales, se identificaron 2 grupos principales,
con las principales variantes que comparten caracteristicas genémicas de los
aislados europeos de SARS-CoV-2, y varios subgrupos de brotes de SARS-
CoV-2 representaron una extension comunitaria rastreable en Los Angeles.

Significado Estos hallazgos sugieren que los genomas del SARS-CoV-2 en
Los Angeles estaban relacionados predominantemente con los aislados
originarios de Europa, que son similares a las distribuciones de cepas virales
en Nueva York, Nueva York; un subgrupo mas pequefio de genomas del
SARS-CoV-2 compartia similitudes con los originarios de Asia, lo que indica
mdltiples fuentes de introduccién viral dentro de la comunidad de Los Angeles.

Abstracto

Importancia A fines de diciembre de 2019, surgido un brote de un nuevo
sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) en Wuhan,
China. Los datos sobre las rutas de transmision a Los Angeles, California, el
epicentro de la costa oeste de EE. UU. Para la enfermedad por coronavirus
2019 (COVID-19) y la posterior propagacion en la comunidad son limitados.
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Objetivo Determinar las rutas de transmision del SARS-CoV-2 al sur de
California y dilucidar la propagacion de la comunidad local dentro del area
metropolitana de Los Angeles.

Disefio, entorno y participantes Esta serie de casos incluy6 a 192 pacientes
consecutivos con resultados positivos de la prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) para el SARS-CoV-2 que
fueron evaluados en el Centro Médico Cedars-Sinai en Los Angeles, California,
desde 22 de marzo al 15 de abril de 2020. El analisis de datos se realizo de
abril a mayo de 2020.

Principales resultados y medidas Se secuenciaron los genomas virales del
SARS-CoV-2. Los aislados de Los Angeles se compararon con genomas de
submuestreo global y de Nueva York, Nueva York; Estado de Washington; y
China para determinar las posibles fuentes de diseminacion viral. Se
recopilaron datos y resultados demograficos.

Resultados La cohorte incluyé 192 pacientes (mediana [rango intercuartilico]
de edad, 59,5 [43-75] afios; 110 [57,3%] hombres). La caracterizacion genética
de los aislados de SARS-CoV-2 en la poblacién de Los Angeles identifico la
transmision comunitaria de 13 pacientes en un radio de 3,81 km “radio. Los
paisajes de variacion de esta serie de casos también revelaron un grupo de 10
pacientes que contenia 5 residentes en un centro de enfermeria especializada,
1 residente de un centro de enfermeria especializada cercano, 3 trabajadores
de la salud y un miembro de la familia de un residente de uno de los centros de
enfermeria especializada. instalaciones. La transmision de persona a persona
se detectd en un grupo de 5 pacientes que compartian la misma variacion de
un solo nucleétido en sus genomas de SARS-CoV-2. Se identific6 una alta
diversidad genémica viral: 20 aislados de Los Angeles (15,0%) se parecian a
los genomas del SARS-CoV-2 de Asia, mientras que 109 aislados de Los
Angeles (82,0%) eran similares a los procedentes de Europa. El analisis de
otros patdgenos virales respiratorios comunes no reveld coinfeccién en la
cohorte.

Conclusiones y relevancia Estos hallazgos resaltan la precision de la
deteccion de la transmision de persona a persona y el rastreo exacto de
contactos directamente a través del aislamiento y secuenciacion del genoma
del SARS-CoV-2. El desarrollo y la aplicacion de analisis filogenéticos de la
poblacion de Los Angeles establecieron conexiones entre los grupos de
COVID-19 a nivel local y en todo Estados Unidos.

Introduccioén

La aparicion de la pandemia mundial de la enfermedad por coronavirus 2019
(COVID-19) causada por el sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2
(SARS-CoV-2) ! presenta a la comunidad cientifica una necesidad urgente de
comprender todos los aspectos de este nuevo virus. Las secuencias del
genoma del SARS-CoV-2 depositadas en bases % datos publicas ?'* son
recursos fundamentales para comprender su virulencia y para orientar los
enfoques terapéuticos y vacunas.® "®evaluacién de las caracteristicas


https://jamanetwork.com/journals/jamanetworkopen/fullarticle/2771401?resultClick=1#zoi200793r1
https://jamanetwork.com/journals/jamanetworkopen/fullarticle/2771401?resultClick=1#zoi200793r2
https://jamanetwork.com/journals/jamanetworkopen/fullarticle/2771401?resultClick=1#zoi200793r2
https://jamanetwork.com/journals/jamanetworkopen/fullarticle/2771401?resultClick=1#zoi200793r3
https://jamanetwork.com/journals/jamanetworkopen/fullarticle/2771401?resultClick=1#zoi200793r4

genomicas centrales en todas las poblaciones mundiales se puede utilizar para
el analisis comparativo para identificar las caracteristicas Unicas del SARS-
CoV-2, asi como para ayudar en los esfuerzos epidemiolégicos y de salud
pablica. 2>

El SARS-CoV-2 es un coronavirus con un genoma *° “ ARN monocatenario de
29 903 pares de bases (pb) que contiene 14 marcos de lectura abiertos y 27
proteinas estimadas. '’ La anotacién del genoma viral puede evaluar la
secuencia de tipo salvaje conservada en todos los pacientes con COVID-19. La
epidemiologia gendmica ha surgido como una herramienta Util para rastrear las
fuentes de transmision y la evolucion del SARS-CoV-2 dentro de las
comunidades y en todo el mundo. %18 | g Iniciativa global del consorcio
para compartir todos los datos sobre la influenza (GISAID) ?"3clasifica la
distribucion global de SARS-CoV-2 en 2 clados principales que difieren en sus
origenes: (1) clado 19A, originario de China, y (2) clado 20A, originario de
Europa. El Clade 20B fue sembrado por una cepa de China, pero una vez en
Europa, su perfil de variacion se convirti6 en la cepa predominante de la
pandemia europea. *°

El primer paciente con COVID-19 confirmado en los EE. UU. Se presento el 19
de enero de 2020 en el estado de Washington. % Si bien Seattle registré la
primera transmision observada de SARS-CoV-2 desde China, el mayor brote
de SARS-CoV-2 en los EE. UU. Hasta la fecha se registré6 en Nueva York,
Nueva York. ? *? aislados ® Nueva York se sembraron en mdltiples
introducciones de Europa.®Un estudio de Deng et al “informé que la
transmision temprana del SARS-CoV-2 en la costa oeste de los EE. UU. se
origind principalmente en China y el estado de Washington (31 de 36
pacientes), y que solo 5 pacientes tenian una infeccion por SARS-CoV-2 que
compartia el linaje con el brote de Nueva York . La epidemiologia genémica del
SARS-CoV-2 respalda la creencia actual de que los aislamientos de China han
sembrado principalmente el brote original de COVID-19 en la costa oeste de
EE. UU. Y los aislamientos europeos sembraron la pandemia en Nueva York (y
la costa este de EE. UU.).

Los Angeles, California, es la ciudad méas grande de la costa oeste de EE. UU.
Y tuvo su primer paciente con COVID-19 confirmado a fines de enero de
2020. ?* " consecuencia, fue una de las primeras ciudades importantes de EE.
UU. En tomar medidas de precaucion y restringir la poblacion a sus hogares
debido a que las muertes aumentaron a principios de marzo de 2020. %> Al 10
de agosto de 2020, mas de 200 000 casos positivos de SARS-COV-2
confirmados y 4996 casos relacionados con COVID-19 *Se han registrado
muertes en el condado de Los Angeles. EI Centro Médico Cedars-Sinai
(CSMC), ubicado en Los Angeles, atiende a méas de 1 millén de personas y es
el centro de servicios de salud mas grande al oeste del rio Mississippi. El 21 de
marzo de 2020 se adopt6 una prueba de diagnostico de reaccion en cadena de
la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) para la infeccion por SARS-
CoV-2, lo que permite a nuestro laboratorio clinico detectar e identificar
rapidamente a los pacientes con infeccion por SARS-CoV-2. Después de la
transmision desde China, nuestro cronograma para la infecciéon por SARS-CoV-
2 sigue a otras introducciones informadas en diferentes poblaciones
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mundiales. ®>* !4+ 1°:2-2°En o] momento de nuestro estudio, el Ginico genoma
del SARS-CoV-2 de Los Angeles depositado en GISAID no estaba vinculado a
un modelo particular de introduccién. °Con base en estos hallazgos
acumulativos, planteamos la hipotesis de que la comunidad local de Los
Angeles probablemente estuvo expuesta a una cepa del SARS-CoV-2 de la
costa oeste de EE. UU., Que se transmitié directamente desde China. En un
esfuerzo por comprender mejor este virus en evolucion, buscamos realizar
andlisis de secuenciacion de préxima generacion (NGS) en pacientes con
infeccion confirmada por SARS-CoV-2. Realizamos analisis filogenéticos en
esta poblacion Unica de la costa oeste para identificar la propagacion de la
comunidad local dentro del area metropolitana de Los Angeles. Se realizé una
amplia comparacion de la distribucion geografica de los aislamientos de SARS-
CoV-2 en el sur de California desde principios del brote de COVID-19 en EE.
UU. Con aislamientos en Nueva York, el estado de Washington y China para
determinar las vias de transmision de la diseminacion del SARS-CoV-2 en Los
Angeles. En esta serie de casos,

Métodos
Coleccion de muestra

La Oficina de Cumplimiento de la Investigacion y Mejora de la Calidad de
CSMC completé la revision reglamentaria adecuada. Se otorgd una exencién
del consentimiento informado segun la politica institucional porque el estudio no
requirié interaccién o intervencion con los participantes, no planteé mas que un
riesgo minimo para la privacidad de las personas, no afecto la atencion clinica
de los pacientes, no se pudo realizar practicamente sin acceso a informacion
de salud, y el requisito de obtener el consentimiento haria que la investigacion
fuera impracticable, ya que algunos pacientes ya no estaban recibiendo
atencion en el momento del estudio. Se recolectaron muestras clinicas
mediante hisopos nasofaringeos de pacientes con sintomas similares a
COVID-19 del 22 de marzo al 15 de abril de 2020. Los datos clinicos y
demograficos asociados se extrajeron del registro médico
electronico.STROBE ) guia de informes para estudios de cohortes.

Preparacion de la muestra

El acido nucleico total se extrajo utilizando el mini kit de ARN viral QIAamp en
el QIAcube Connect (Qiagen). Todos los pacientes fueron evaluados primero
por RT-PCR (Accelerate Technologies) para el ARN viral del SARS-CoV-2. El
acido nucleico se examiné para detectar la presencia de SARS-CoV-2
utilizando RT-PCR de un solo plex en tiempo real para el gen nsp3 del SARS-
CoV-2 . Todas las muestras fueron positivas para el diagnostico de SARS-CoV-
2 con amplificacion de la regidén objetivo que cruzé el umbral antes de los 40
ciclos. En total, se utilizaron 192 muestras positivas para SARS-CoV-2 para el
analisis NGS paralelo.

NGS dirigido y analisis filogenéticos

Todas las muestras se cuantificaron mediante Qubit, y se procesaron 100 ng
de ARN total para la sintesis de ADN complementario de la primera y la
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segunda cadena utilizando el flujo de trabajo modular NEBNext Ultra Il
Directional RNA Library Prep Kit (New England Biolabs) de acuerdo con las
recomendaciones de los fabricantes. El enriquecimiento objetivo de 200 ng de
ADN complementario se realizd utilizando el kit de preparacion de la biblioteca
Nextera Flex combinado con el panel respiratorio viral de lllumina y los indices
duales Unicos de ADN (lllumina). Después del enriquecimiento, todas las
muestras se combinaron, cargaron y secuenciaron en una plataforma NovaSeq
lllumina (150 bp paired-end). Las lecturas de secuenciacion se asignaron a 41
genomas de virus respiratorios, incluido el genoma de referencia del SARS-
CoV-2 (NCI_045512.2) (eTable 1 en el Suplemento ) con la version de software
BWA-MEM 0.7.17-r1188. ?’Todas las muestras con mas del 50% del genoma
del SARS-CoV-2 cubierto con mas de 10 x de profundidad se incluyeron en el
estudio, que totalizaron 133 aislamientos. Estos genomas pasaron la
evaluacion de control de calidad de Nextclade * y se conservaron para analisis
filogenéticos posteriores. Las lecturas duplicadas se marcaron con
Picard, ?° y se utiliz6 BCFtools * para generar secuencias consenso. Los datos
utilizados en este estudio se han depositado en GISAID (eTable 2 en
el Suplemento ). La razén de mapeo fue calculada por Samtools, >y el
coeficiente de correlacion de Pearson entre la razon de mapeo y el valor del
ciclo umbral (Ct) obtenido por RT-PCR con el software estadistico R versién
3.6.3 (R Project for Statistical Computing).

Las muestras del estado de Washington, Nueva York y China se descargaron
de la base de datos GISAID EpiCoV el 18 de mayo de 2020, °y solo se
incluyeron secuencias completas, con un total de 3398 genomas de SARS-
CoV-2 (eTable 3 en el Suplemento ).

Analisis estadistico

Se realiz6 una alineacién de muestras multiples con MAFFT versién 7.464 vy
se realiz6 una reconstruccion de arbol de maxima verosimilitud con IQ-TREE
versién 2.0.3 ** con el modelo de mejor ajuste elegido en base al criterio de
informacion bayesiano. El soporte de rama se infirio utilizando 1000 réplicas de
arranque. El andlisis filodindmico de maxima verosimilitud se infiri6 por fecha
de recoleccién con TreeTime ** utilizando un modelo de tiempo generalizado
reversible. Las visualizaciones de &rboles se realizaron con FigTree version
1.4.4* y iTOL versién 5.6.1. *° ¥ submuestreo con fondo global fue realizado
por NextClade con muestras CSMC. Los porcentajes de la muestra se
calcularon en funcién de su distribucion dentro de los clados globales de
Nextstrain. A partir de septiembre de 2020, los clados globales del SARS-CoV-
2 se designaron en los clados 19A y 19B de origen asiatico y los clados 20A,
20B y 20C de origen europeo. Los valores de p fueron bilaterales y la
significacidon estadistica se establecié en 0,05.

Resultados

Muestras de SARS-CoV-2 secuenciadas de CSMC

Secuenciamos 192 muestras con resultados de RT-PCR positivos para SARS-
CoV-2 utilizando el panel de virus respiratorio dirigido de lllumina. Estas
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muestras se recolectaron entre 192 pacientes (mediana de edad [rango
intercuartilico], 59,5 [43-75] afos; 110 [57,3%] hombres) ( Figura 1). Al 15 de
mayo de 2020, 21 pacientes (10,9%) habian fallecido, 122 pacientes (63,5%)
fueron ingresados y posteriormente dados de alta del hospital, 11 pacientes
(5,7%) habian sido ingresados y seguian hospitalizados en tratamiento, y 38
pacientes (19,8%) eran pacientes ambulatorios que no habian sido
hospitalizados por COVID-19. El conjunto de 192 muestras positivas para
SARS-CoV-2 obtuvo 222425974 lecturas en datos brutos (mediana [rango
intercuartilico] lecturas mapeadas, 489759 [152 982-3 172 609]; total de
lecturas mapeadas, 1737684077 lecturas [78% del genoma de referencia total
del SARS-COV-2)). La relacion de mapeo vari6é entre 0,3% y 99,0%, lo que se
correlacioné negativamente con los valores de Ct obtenidos de RT-PCR (R ? =
-0,73; P <0,001). En general, las proporciones de mapeo bajas con menos del
50% de cobertura del genoma se correlacionaron con muestras con un valor Ct
aumentado (> 30 ciclos) en la prueba de diagndstico de RT-PCR.

Analisis de coinfeccidon de otros patdgenos respiratorios y
SARS-CoV-2

Las lecturas de secuenciacion de toda la cohorte de muestra se asignaron a los
41 patégenos virales respiratorios (eTabla 1 en el Suplemento ). A pesar de
encontrar lecturas fragmentarias de otros virus, ninguna muestra tenia
genomas virales distintos del SARS-CoV-2 con proporciones mapeadas
superiores al 5% del total de lecturas mapeadas en muestras con mapeo
total. En consecuencia, no hubo evidencia de coinfeccion de otros patégenos
virales respiratorios con SARS-CoV-2 en nuestra poblacion de muestra.

Paisaje variante

La comparaciéon del genoma completo de las muestras de CSMC revelé mas
del 99,8% de identidad con el genoma de referencia del SARS-CoV-2. Los
analisis de variacion de estos aislados revelaron un total de 518 sitios de
variacion detectados a lo largo del genoma del SARS-CoV-2 (Figura 1). Un
total de 436 variantes (84,3%) fueron variaciones privadas y se encontraron 5
variantes (0,1%) en méas del 50% de todas las muestras ( Tabla ). En total, 82
sitios tenian variantes en mas de 2 aislamientos que contenian una media (DE)
de 5,1 (5,0) variantes por muestra. Los 20 sitios principales con variacion y sus
alteraciones y frecuencias estimadas se resumen en la Tablay en la Figura 1

del Suplemento .

De nuestros sitios de variacibn mas observados, se han informado
anteriormente 4 variantes, incluso en el 5-UTR (C241T), junto con C3037T,
C14408T y A23403G.* Encontramos 125 muestras (65,1%) con las 4
variantes presentes en el genoma. Mientras que C3037T causa una variacion
sinbnima en nsp3 (F105F), C14408T y A23403G dieron como resultado
cambios de aminoacidos en la ARN primasa (es decir, nsp12, P323L). En esta
cohorte de Los Angeles se observé la variacion *°'** % China y el norte de
California en la proteina S (D614G). Se ha informado que las variaciones en
G25563T (ORF3a) y C1059T (nsp2) se coexpresan. *’ Las variantes del estado
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de Washington y China, * C8782T (nsp4) y T28144C (ORF8), también se
alteraron con frecuencia en los aislados de Los Angeles.

Analisis filogenético

Realizamos analisis filogenéticos de 133 muestras con méas del 50% del
genoma cubierto y mas de 10 veces la profundidad del genoma para identificar
qué aislados de SARS-CoV-2 eran més similares ( Figura 2 ). De los 6 sitios de
variacion superiores a lo largo del arbol filogenético ( Figura 3 ), observamos un
minimo de 2 grupos que contienen firmas de variantes distintas. Dentro de
estos grupos, el subclade inferior del arbol contenia las 6 variantes. Un
subconjunto de 4 variantes que rastrearon juntas, como se describid
anteriormente, 3" estaban en 2 grupos principales ( Figura 3 A, C, D y E). Si
bien estas variantes se segregaron estrechamente en 2 grupos principales del
arbol, no registraron la fecha de recolecciébn de la muestra (eFigura 2 en
el Suplemento). La diversidad genémica en nuestra poblacion estuvo presente
desde las primeras muestras recolectadas y permanecié durante todo el
periodo de estudio.

Rastros filogenéticos de transmision comunitaria en los
arboles en la etapa inicial de la pandemia COVID-19

Se construy6 un arbol filogenético de todos los aislados de Los Angeles para
rastrear las diferencias del genoma del SARS-CoV-2. Un grupo se definié como
un grupo de pacientes con cepas de SARS-CoV-2 que se originaron en el
mismo punto de ramificacion en el arbol. De nuestro analisis de arbol
filogenético local, 13 pacientes, que representan mas del 10% de nuestra
poblacién de muestra, fueron identificados en 1 grupo ( Figura 2 ). El analisis
de los datos demograficos de los pacientes revelé que todos vivian en el mismo
codigo postal o en uno adyacente, en un radio de 3,81 km ? entre si, y todos
eran miembros de la misma denominacion religiosa. EI genoma viral
compartido exclusivamente entre estos pacientes fue la variante C18877T
dentro de la proteina no estructural, nspl4 (eFigura 3 en el Suplemento). Se
observo un evento de transmision comunitaria con contacto cercano conocido
dentro de un grupo estrechamente asociado que contenia 5 pacientes, en el
que los 5 genomas virales compartian 3 variantes: T13575C, T16506C vy
C25466T. Ademas, observamos un grupo de 10 aislamientos en los que 5
pacientes eran residentes conocidos del mismo centro de enfermeria
especializada (SNF) y otro paciente era residente de un SNF cercano (es decir,
dentro de un bloque). Tres aislamientos adicionales de este grupo pertenecian
a trabajadores de la salud con probable contacto con pacientes del mismo
SNF. El dltimo paciente de este grupo estaba relacionado con uno de los
pacientes del SNF. No observamos otras conexiones claras dentro de las
muestras fuera de estos 3 grupos.

Andlisis filogenético conjunto

Para abordar adecuadamente la ruta de transmision y la distribucion del SARS-
CoV-2 en la poblacion de Los Angeles en comparacion con la distribucién
global del virus, las muestras de CSMC se combinaron con genomas
representativos submuestreados de datos globales. Este arbol filogenético
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revela que las muestras de Los Angeles se distribuyeron en todos los clados de
la distribucién global del SARS-CoV-2 ( Figura 4). La distribucién de muestras
de CSMC entre estos aislados distribuidos geograficamente es indicativa de
multiples introducciones virales independientes en la comunidad de Los
Angeles. Entre los 2 clados principales, 20 (15,0%) eran similares al linaje
asiatico y 109 (82,0%) eran similares a los linajes europeos. Mas de la mitad de
los genomas de CSMC SARS-CoV-2 (72 muestras [54,1%)]) estaban dentro del
clado 20C, que contiene predominantemente aislamientos de América del
Norte. Ademas, 24 aislados de CSMC (18,0%) estaban en el clado 20A, que
contiene principalmente los primeros aislados europeos. Hay 2 grupos
principales (clado 19A y subcladel19B) de Asia (principalmente China) en los
que se encontraron muestras de CSMC en ambos grupos, con 13 muestras
(9,7%) en el clado 19A y 7 muestras (5,3%) en el clado 19B. El clado 20B
contiene 13 aislados (9,7%) que se agruparon con otro clado originario de
Europa, distinguido por 3 variantes consecutivas: G28881A, G28882A vy
G28883C. Un clado desconocido, que incluye 4 aislamientos (3,0%), es
coherente con el arbol global emergente. Los andlisis filogenéticos de los
aislados de Los Angeles con genomas de Nueva York, el estado de
Washington y China encontraron que compartian similitudes con todos los
subclados derivados de estas ubicaciones regionales (eFigura 4 en

elSuplemento ).

Discusion

Hasta donde sabemos, esta serie de casos es el primer estudio integral de una
muestra de poblacién de COVID-19 de Los Angeles, uno de los principales
centros de brotes en los EE. UU. Una advertencia a nuestra coleccion de
muestras es que los departamentos de emergencias son menos frecuentados
por pacientes mas jovenes y estan sesgados hacia pacientes de 18 afios o
mas. Por lo tanto, la edad media de los pacientes con CSMC fue de
aproximadamente 60 afios, lo que concuerda con que los adultos mayores son
mas susceptibles al COVID-19. °'?*'?*Los pacientes con cargas virales mas
altas detectadas por RT-PCR también se correlacionaron con un mayor
porcentaje de cobertura del genoma del SARS-CoV-2 mediante
secuenciacion. Desde una perspectiva técnica, se confirmé que 48 pacientes
con menor cobertura de secuenciacion (menos del 50% de la cohorte total)
tenian infeccion por SARS-CoV-2 mediante pruebas de RT-PCR en mas de 30
ciclos. * Por lo tanto, cuando se utilizan enfoques de NGS con fines de
diagnéstico, una posible advertencia es que la secuenciacion del genoma

favorece a los pacientes con titulos virales mas altos y puede que no capture a
los que tienen un nimero bajo de copias virales.

El andlisis de otros 40 virus respiratorios no reveld coinfeccion con SARS-CoV-
2 en nuestra cohorte, lo que es consistente con otros estudios, lo que indica
gue las tasas de coinfeccion son bajas en pacientes con infeccién por SARS-
CoV-2. *° Sin embargo, no pudimos descartar la posibilidad de coinfeccién o
superinfeccién por virus con bajo nimero de copias, pero la alta carga viral del
SARS-CoV-2 hizo que se secuenciara preferentemente. A medida que el
conocimiento de este virus evoluciona rapidamente, estos datos se vuelven
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importantes para ayudar a la comunidad médica en general a comprender la
variabilidad de la presentacion del SARS-CoV-2 con otros patdgenos virales.

El arbol filogenético local encontr6 2 grandes grupos, que se definieron
principalmente por 6 variaciones de alta frecuencia. El analisis filogenético de
estas muestras por fecha de recoleccion revela que las principales variantes
gue definieron estos 2 grandes conglomerados se observaron durante marzo y
abril; por lo tanto, estaban presentes en la comunidad antes de nuestra fecha
de recoleccion,

Esta serie de casos presenta una instantanea de las caracteristicas
moleculares de la transmision temprana del SARS-CoV-2 en el area de Los
Angeles. La ventana de nuestras fechas de recoleccion no fue lo
suficientemente larga para observar nuevos datos de diseminacion viral en la
poblacion de Los Angeles. A pesar de que nuestro arbol filogenético local
muestra una alta diversidad gendémica, se detectaron patrones de agrupacion
ajustados dentro de un grupo de 5 pacientes a partir de sus genomas que
comparten 1 variante en comun. Este hallazgo destaca la precision del rastreo
de contactos directamente a través del aislamiento y secuenciacion del genoma
del SARS-CoV-2, mediante el cual el andlisis gendémico de esta variante puede
rastrear con precision la transmision de persona a persona dentro de un area
urbana mas grande.

Otro grupo unico en el arbol filogenético local encontré un grupo de pacientes
que fueron identificados dentro del mismo cdédigo postal o adyacente. Este
codigo postal tiene solo 3,81 km?y estd densamente poblado (36 885
personas). Este grupo representa la propagacion dentro de un area geografica
restringida, todos dentro de los miembros de la misma comunidad
religiosa. Otra validacion de esta propagacion representativa dentro de una
comunidad distinta fue el hecho de que los aislados de SARS-CoV-2 de 7
pacientes del mismo cédigo postal que no eran de la misma denominacion
religiosa no se encontraron en este grupo. Estudios anteriores destacan que las
comunidades religiosas corren un riesgo particularmente agudo en una
pandemia debido a los grandes eventos comunitarios, como servicios, bodas y
funerales. °* **En el futuro, los lideres comunitarios deben ser conscientes de
los riesgos Unicos que se presentan a sus congregaciones y planificar en
consecuencia. Los pacientes restantes vivian en muchos codigos postales, lo
que proporciona mas evidencia de transmision comunitaria en el area
metropolitana mas grande.

Un tercer grupo mostré una transmisién generalizada dentro de un solo
SNF. Tales instalaciones han sido un semillero para la propagacion viral en
todo el mundo y no es sorprendente observar este tipo de agrupaciones.

Las iniciativas globales para rastrear el SARS-CoV-2 han demostrado ser
fructiferas en el seguimiento de la incidencia, la gravedad y la propagacion
mundial de enfermedades. ©9+11-14:18.42-99 F aste estudio, al examinar una
cohorte dentro de un epicentro de SARS-CoV-2 en EE. UU., Los Angeles,
sentamos las bases para estudios adicionales sobre el uso de SARS-CoV-2
secuenciacion para monitorear la propagacion de la comunidad local.
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Limitaciones

Este estudio tiene algunas limitaciones, incluido que los genomas del SARS-
CoV-2 fueron todos de pacientes que fueron hospitalizados por COVID-19 y
puede ser una representacion sesgada de casos mas graves. Estas muestras
se obtuvieron al principio de la pandemia de EE. UU., Cuando las pruebas eran
limitadas y una alta proporcion de personas con infeccidn asintomatica o
sintomas leves estan ausentes en este y otros estudios similares. ' >° Estas
infecciones por SARS-CoV-2 que faltan afectaran la evaluacion colectiva de la
transmision tanto en los EE. UU. Como a nivel mundial. Al intentar inferir
causalidad, Villabona-Arenas et al **proporciond ejemplos de las trampas que
pueden ocurrir al realizar un analisis epidemiolégico solo en los genomas
virales, especialmente cuando el virus es nuevo. Existe la posibilidad de que
varios eventos semilla en Los Angeles, Europa y Nueva York ocurrieran
simultdneamente, confundiendo asi la capacidad de extraer la direccionalidad
de los datos. Teniendo en cuenta el momento de la propagacion del COVID-19
y los patrones de transmision conocidos de Europa a Nueva York,
consideramos que esto es poco probable. Lo que puede ser mas plausible, y
debe tenerse en cuenta, es que los viajeros de Europa sembraron Nueva York
y Los Angeles simultdneamente. Lu et al **También destacan cé6mo el analisis
filogenético puede ser engafioso, ya que los grupos que se cree que
representan la propagacion de la comunidad pueden incluir mudaltiples
introducciones de lugares gendmicamente submuestreados. Su estudio estuvo
sesgado por el hecho de que los datos se recopilaron principalmente durante el
periodo del festival de primavera que rodea al Afio Nuevo chino, el periodo de
mayor migracién humana anual en el mundo. *?Como era de esperar, una parte
significativamente mayor de casos de lo normal se importd de regiones
externas. No hubo tal evento en Los Angeles en el momento del brote
temprano, y los datos de este estudio se generaron varias semanas después
de que se promulgaran las limitaciones ordenadas por el estado sobre viajes y
reuniones. Aunque tenemos un namero de muestra limitado (133 pacientes), la
integracion de genomas CSMC SARS-CoV-2 en conjuntos de datos del estado
de Washington, la ciudad de Nueva York y China (eFigure 4 en el Suplemento )
brind6 informacién util para determinar la introduccion del SARS -CoV-2 en la
comunidad de Los Angeles.

Conclusiones

En esta serie de casos, de acuerdo con otros estudios, la combinacion de las 4
variantes (es decir, C241T, C3037T, C14408T y A23403G) coevolucionando
juntas se ha visto en otras poblaciones rastreadas en aislados
europeos. ?**" De nuestro andlisis de variantes, 2 de nuestros sitios altamente
alterados, G25563T (ORF3a) y C1059T (nsp2), han sido reportados
exclusivamente en secuencias aisladas de EE. UU. Recolectadas desde marzo
de 2020 "una linea de tiempo que corresponde a la fecha de recoleccion de la
muestra de este estudio. Se encontr6 que estas variantes estaban
estrechamente asociadas dentro de un grupo que contenia principalmente
genomas de SARS-CoV-2 de Nueva York, lo que sugiere que estos genomas
se introdujeron a partir de una cepa que surgioé de la poblacion de la costa este
de EE. UU. De las variantes encontradas en nuestras muestras, 4 variantes, 5'-
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UTR (241C> T), 3037C> T, 14408C> T y 23403A> G, coinciden con otros
estudios que encontraron que estas variaciones coevolucionaron. *’ Una
proporcion tan alta de nuestros pacientes que tienen las 4 variaciones indica la
siembra de nuestra poblacion por una cepa originaria de Europa. Este hallazgo
se valida aun mas en nuestro arbol filogenético local, que se separa en 2
grupos principales, nuestro arbol global en el que nuestra poblacion se parece
mucho a los genomas del SARS-CoV-2 de Nueva York, seguido de un
porcentaje mas pequefio del estado de Washington, que en conjunto
identificaron posibles rutas para la diseminacion del SARS-CoV-2 en la
poblacién del sur de California. Dado que Seattle, Washington, fue la primera
aparicion documentada del SARS-CoV-2 en EE. UU., La introduccion del virus
desde el estado de Washington **?*° es consistente con nuestro arbol
filogenético y el marco de tiempo de nuestro muestreo de datos, concordante
con nuestra hipétesis. Sin embargo, a pesar de nuestras estimaciones
anteriores, una porcién aun mayor de nuestra poblacién de muestra tenia un
parecido significativo con los genomas de Nueva York, el epicentro del brote de
SARS-CoV-2 en los EE. UU. ° ' *La aparicién de la mayoria de nuestras
muestras en diferentes subclades de los aislados de Nueva York sugiere que el
SARS-CoV-2 probablemente se propag0 a partir de multiples introducciones de
Nueva York. Ademas, la poblacion de CSMC entremezclada con los
aislamientos del estado de Washington y China sugiere multiples rutas de
diseminacién desde Asia y la costa oeste norte de los Estados Unidos hasta el
sur de California, apareciendo como un grupo importante en nuestra poblacion
local. Aunque restringimos nuestros andlisis a estos 3 origenes geograficos,
encontramos una alta diversidad gendmica entre los aislados de CSMC SARS-
CoV-2. El gran impacto de COVID-19 en la comunidad de Los Angeles
probablemente se originé por diseminaciones independientes del virus por
multiples rutas, con algunas cepas geogréaficas que tienen mayor prevalencia
que otras.
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