Analisis de la variabilidad de SARS-CoV-2 mediante
técnicas de secuenciacion ultra profunda y correlacion de
parametros virologicos con la severidad de la COVID-19

Departamento de Microbiologia

Celia Perales Viejo
celia.perales@quironsalud.es

e) iis

INSTITUTO DE
INVESTIGACION
S ANITARIA
FUNDACION JIMENEZ DIAZ

ITI Reunién Anual Area Enfermedades Infecciosas,

Inflamatorias y Cronicas del IIS-FJD 08. Abril.2021


mailto:celia.perales@quironsalud.es

~10* mutaciones / nt copiado

)
(|
(|

i

L] d
o7 1

1T e

;

il

>
@

ﬁ

Espectro
de
mutantes

il

e
®
S
Th
o1

l

2.

H

{é

B
o+T

Secuencia
consenso

Domingo et al. Cell 13:735-44, 1978
Domingo and Perales PloS Genetics 15:1008271, 2019



Dos fases en la evolucion viral

Es el resultado de la
variacion genética en
cada individuo e

Enfermedad interacciones entre
mutantes ast como los
alelos de
susceptibilidad de
cada individuo

Es el resultado de la
dinamica de cuasiespecies
. . en individuos infectados.
Epidemia | e la transmisibilidad
y el fitness epidemioloégico

Domingo, E. et al. Infection Genetics and Evolution, 82:104278, 2020



Parametros interconectados en poblaciones virales

QUASISPECIES

Aim of Therapy

Domingo, Sheldon and Perales MMBR 76: 159-216, 2012



STOP-Coronavirus: factores clinicos, inmunologicos,
genomicos, virologicos y bioéticos de COVID-19

WP7 Genomica viral

Contamos con muestras de SARS-CoV-2 pertenecientes a las distintas
olas de COVID-19 en Espaina:

Muestras de
° a —
Muestras 12 ola 2 2425 (3/4/2020 — 30/4/2020) SARS-CoV-2
 Muestras 22 ola 2 2810 (19/10/2020 — 24/11/2020) disponibles
en la FJD

 Muestras 32 ola 2 > 1380 (22/1/2021 — actualidad)

gu—

) , 1) Carga viral (valor de Ct diagnoéstico)
Parametros a determinar en muestras , . . . ., .
de SARS-CoV-2 y surelacién conla = 2) Genomica viral (secuenciacion masitva)
severidad de la infeccién 3) Fitness virico (cultivo celular)

—




Cohorte de pacientes infectados con SARS-CoV-2 en estudio: 19 ola

HME gy | INSTITUTO DE

@ IIS‘INVESTIEAC\C)N
AAAAAAAAA

FUNDACION JIMENEZ DIAZ

Departamento de
Microbiologia Clinica

Hemos clasificado y organizado una
COVID-teca de 2424 hisopos
nasofaringeos procedentes de
pacientes de la FJD, HUIE, HGV,
HURJC recogidos entre el 3 y 29 de
Abril 2020correspondiente al primer
brote de la pandemia en Espaia

Clasificacion clinica distinguiendo varios niveles de severidad:

@ Leves: no ingresados, hospitalizados por causa no COVID

@ Moderados: ingresados no UCI/UCIR con oxigenoterapia convencional

@ Graves/Exitus: UCI/UCIR, pacientes no en UCI/UCIR con Ventilacion
Mecanica u O2 de alto flujo (>15 1/min)/Pacientes cuyo éxitus se debe a
COVID-19

En colaboracion con el Departamento de Genética (Dra. Carmen Ayuso), el Dr. Francisco Javier Ruiz
Hornillos (Hospital Universitario Infanta Elena) y el Departamento de Big Data del grupo Quirén



1) Carga viral (valor de Ct diagnostico)

Ct values

Correlacion entre el valor de Ct diagnostico y la severidad de la
enfermedad clinica (COVID-19)

X X
Emt::.:sogvere, M:=d2%rgte’ .ﬂlﬁh < valor de Ct = > carga viral

60

. p<0.001
50 - p<0.001 : p<0.001

' ' Se ha observado una
40 - 25 correlacion positiva

00 S . estadisticamente

30- "‘%ﬁw x significativa entre el
20 - "x"x’ﬁ:&;‘x"x" :: valor de Ct .dlagnostlco

X y la severidad de la
10 - infeccion

n =448
0 . . -
Exitus/Severe Moderate Mild

Soria et al. En revisién, 2021



1) Carga viral (valor de Ct diagndstico)

Correlacion entre el valor de Ct diagnodstico y la severidad de la
enfermedad clinica (COVID-19)

T bisesewrty | |
Characteristics Y — il N Datos demograficos
(n=102) (n=236) (n=110) p-value Significance oae
71.04+1829  79.9241533 73251659  5805+17.50  1.49x 102 *rx y comorbllldades
321(71.6%) 91 (89.2%) 185 (78.4%) 45 (41.0%) 1.11x 108 S :
Male (%) 205 (45.7%) 49 (48.0%) 122 (51.7%) 34 (31.0%) preeXlStenteS en la
1.40x 1012 S »
Female (%) 243 (54.2%) 53 (52.0%) 114 (48.3%) 76 (69.1%) COhOI'te segun la
Hypertension (%) 236 (52.7%) 69 (67.6%) 134 (56.8%) 33 (30.0%) 1.14x 1012 ok S everi da d d e l a
142 (31.7%) 42 (41.2%) 73 (30.9%) 27 (24.5%) 1.35x 1012 G o .,
8 (1.8%) 2 (2.0%) 5(2.1%) 1(0.9%) 1.08x 1012 *xx lnfeCCIon
Obesity (%) 17 (3.8%) 5 (4.9%) 8 (3.4%) 4 (3.6%) 1.37x 1012 i
Asthma (%) 29 (6.5%) 8 (7.8%) 16 (6.8%) 5 (4.5%) 1.42 x 1012 S
15 (3.3%) 4(3.9%) 8 (3.4%) 3(2.7%) 134x10% El valor de Ct diagndstico esta
365(81.5%) 102 (100%) 236 (100%) 27(245%)  121x10%2 relacionado con la severidad de
36 (8.0%) 33 (32.3%) 2 (0.8%) 1(0.9%) 1.16x 1012 Kok la infeccion independientemente
Conventional oxygen therapy (%) 288 (64.3%) 102 (100%) 183 (77.5%) 3(2.7%) 1.10x 102 Hork de factores de riesgo
Invasive mechanical ventilation (%) 19 (4.2%) 19 (18.6%) 0 (0%) 0 (0%) 1.25x 1012 dokk previamente descritos COImo son
21 (4.7%) 20 (19.6%) 1(0.4%) 0 (0%) 1.27 x 102 ok la edad, S€XO0, hipertensi(’)n,
19 (4.2%) 19 (18.6%) 0 (0%) 0 (0%) 1.43x 1012 *rx enfermedad cardiovascular,
366 (81.7%) 27 (26.5%) 233 (98.7%) 106 (96.4%) 8.44x 1013 *rx diabetes, ObeSidad9 o)
7.84+6.40 7.57+6.62 8.26+6.53 3.25+0.50 2.81x 1022 *ox enfermedad pulmonar.

Soria et al. En revision, 2021



2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

Puesta a punto NGS para el
analisis de sustituciones del

SARS-CoV-2
I NCBI Database (ncbi.

Analisis de bases de datos del SARS-CoV-2 nlm.nih.gov/genbank/sars-cov-2-seqs/)
I . i " .
Oligonucleotidos que amplifican las regiones de

Diseino de oligonucleodtidos ) , ) :
interés de la spike y polimerasa
Validaci6n con pacientes de distinta Pacientes positivos para SARS-CoV-2 con
carga viral carga viral determinada por RT-PCR
Controles y pipelines ya establecidos

Establecimiento del analisis bioinformatico ~ con otro virus RNA (HCV)
Soria et al. BMC Infectious Diseases 18:446, 2018

para deteccion de variantes minoritarias Perales et al. Infect Drug Resist 11:2207, 2018
Chen et al. Antiviral Research 174:104694, 2020

Soria et al. J Clin Microb En prensa, 2020

Calculo indices de variabilidad viral
cuya variacion refleja la complejidad del
virus

Secuenciacion masiva y estudio de la
complejidad del espectro de mutantes en
cohortes de pacientes infectados

sve . . . Asociacion entre la complejidad del espectro de
Analisis estadistico P'€] - o P
mutantes Y la evolucion clinica




2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

Regiones del genoma a estudiar (polimerasa y spike)

13468 b
98 ORF1ab / °
Nsp14
(3-5°
Nsp8 Nsp10 exonuclease) Nsp16 ORF3a ORF7alb

UTR

14511 » 14533
14890 » 14910

15268 » 15287

14921 < 14942

Gen implicado en la replicacion
viral y diana de antivirales de
amplio espectro

15300 <€ 15320

15646 ) 15668

15694 <« 15717

ORFL0
ORF6/ oRF8

e

23269« 23288
23646 \ & 23666

22853 ) 22871

22236 ) 23258

Gen implicado en el tropismo celular




2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

Etapas para la secuenciacion masiva basada en amplicones de
SARS-CoV-2 a partir de muestras de hisopos nasofaringeos

B e Extraccion del RNA viral a partir
Extraccion de muestras de hisopos

RNA nasofaringeos

;> PCR e Amplificacion mediante RT-PCR de 2 amplicones de la
region Spike y 4 amplicones de la region Nsp12

. Electroforesis en gel de agarosa
[ Electroforesis }. ¢ Iseng g y

recorte de las bandas

¢ Purificacion de las bandas
;> Purificacion mediante columnas con
membrana de silica

C- Pt 3797 > | Qubit | *Andlisis cuantitativo

mediante fluorimetria
Spike Nspl2 Spike Nspl2
M Al A2 Al A2 A3 A . A2 Al A A3 A4 [ TapeStation } oAnéI.isis.
) ) ) ) ) ) ) ) ) ) =) G OE0 BN S ;/,\ cualitativo

masiva




2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

Total . Failed Primers . Mismatched Primers E Mismatched Primers Dimers

800,000 .Failed Overlap Pair Processing .Failed Status Pair Processing Possible Contamination H Used

700,000
@ 600,000
£ 500,000 Analisis de la
S 400,000 primera placa de
€ 300,000 secuenciacion
< 200,000 masiva

100,000

(SeekDeep)

'Pt341 Pt448 Pt045 Ptd441 Pt017 Pt013 Pt023 Pt443 Pt020 Pt040 Pt032 Pt036 Pt342 Pt047

e e T e e e e R D

83.7% 831% 83.7% 82.0% 83.9% 823% 83.2% 83.3% 829% 774% 850% 79.2% 81.1% 83.7%
v v v v v v v v v v v v v v
399,269 565,976 589,161 582,626 483,300 555,792 543,109 519,591 506,248 316,710 529,649 375,022 517,704 517,252

En colaboracion con el Dr.
Pablo Minguez y Lorena de la

’ . . Fuente (Departamento de
‘ Numero reads medio/paciente = 500,100.6 reads ‘ Bioinforméliica de la FJD)

‘ % de recuperacion medio/paciente = 83.5% ‘

Hathaway N.J. et al. Nucleic Acids Research 46:e21, 2018



2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

Number of reads

150,000

Numero de secuencias obtenido en cada amplicon

100,000+

50,000-

MiSeq_SARSO1

* *K  *
* * *xlx
%
* * *
% *
* * *
¥

% de recuperacion
medio/amplicon = 96.4%

Numero reads medio/amplicon
= 84,352.8 reads

Rendimaento stimilar en todos
los amplicones

A1

*

A2 A3 A4 A1 A2

Nsp12

| Spike

Todos los amplicones > 10,000

reads

En colaboracion con el Dr.
Pablo Minguez y Lorena de la
Fuente (Departamento de
Bioinformatica de la FJD)



2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

Visualizacion de haplotipos mediante secuenciacion masiva

N

23390 23400 2341 0 23420
Sl :GTTC TTTATCAGGATGTTAACTGCACAGAAG
t BB T L
0T%M T G<0.5%" """
Mutacién Pt342 ’9323: ................... G=06%---- - -
Pt047 > 94.3% » .................. — o/ . . .« » . .
3 L | -] I IG n 1 00 /.0 ......
1.8% > ..............................
08%M v v oo Gl L.
23?50 23?60 23?70 23?80 2359|0
RefSeqNC045512 BACATACCCATTGG TGCAGGTATATGCGC TAGTTATCAGACT
Pt013 ) 99.3% P ACATACCCATTGGTGCAGG TATATGCGC TAGTTATCAGACT
o :igﬂﬁCCCATTGGTGCAGGTATATGCGCTAGTTHgigﬁg
e » Pt342 p 99.4%
Deleccion 0.6% PACATACCCATTGGTGCAGGTATATGCGC TAGTTATCAGACT
pto47 B> 94.3% pACATACCCATTGGTGCAGG TATATGCGC TAGTTATCAGACT
3.1% pACATACCCATTGGTGCAGG TATATGCGC TAGTTATCAGACT
1.8% PACATA ATCAGACT
0.8% PACATACCCATT ATCAGACT

Haplotipo:
conjunto de
secuencias
idénticas
representadas
por una
frecuencia




2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

Polimerasa

- Mutant frequency between 99 - 100%

Mutant frequency between 3.0 - 3.9%
Mutant frequency between 1.0 - 1.9%

I Mutant frequency between 4.0 - 4.9%
Mutant frequency between 2.0 - 2.9%
Mutant frequency between 0.5 - 0.9%

A1 | A2 |A3| A4

SeqRef p C

Position »14554 14709 14805 14853 14854 14855 14856 14557 14858 14931 15109 15237 15255 15656 15717 15772 15868 15906 15911

Mutation p T

Pt341
Pt342
Pt441
Pt443
Pt448
Pt013
Pt017
Pt020
Pt023
Pt032
Pt036
Pt040
Pt045
Pt047
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Unicamente se detectan delecciones en la
nspi12 en los pacientes Exitus

Spike

utant frequency between 99 - o utant frequency between 4.0 - 4.9%
B v f b 99-100% M f b 4.0 - 4.9%

Mutant frequency between 3.0 - 3.9%
Mutant frequency between 1.0 - 1.9%

Mutant frequency between 2.0 - 2.9%
Mutant frequency between 0.5 - 0.9%
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>
)

SeqRef p T
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Position p» =
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Mutation p»C
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Pt020
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Unicamente se detecta la deleccion de los
nucleodtidos 23561 a 23582 en la spike en los
pacientes Exitus




2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

Comparacion de mutaciones detectadas mediante
secuenciacion masiva respecto a lo reportado en GISAID

Region Mutacion Frecuencia GISAID GLOBAL por primera vez GISAID ESPANA por primera vez

C14554T (L372F) 0.5-0.9% No registrada No registrada
Nspl12 Al T14709C (SYN) 1-1.9% No registrada No registrada
C14805T (SYN) 99-100% Febrero de 2020 en Corea del Sur No registrada
C14931T (SYN) 1-2.9% Finales de mayo 2020 en Céte d'lvoire No registrada
Nsp12 A2 G15109A (V557I) 3-3.9% No registrada No registrada
C15237T (SYN) 0.5-0.9% Marzo de 2020 en Francia No registrada
T15255C (SYN) 4-4.9% No registrada No registrada
Nsp12 A3 C15656T (T7391) 1.69% Septiembre 2020 en Colombia No registrada
T15717A (SYN) 1-1.9% Enero 2021 en México No registrada
Nsp12 Ad A15772G (S778G) 1.1.9% No registrada No registrada
G15906T (Q823H) 99-100% Octubre 2020 en Nigeria No registrada
A15911G (D824G) 2-2.9% No registrada No registrada
Spike Al T23152C (SYN) 0.5-0.9% Noviembre 2020 en Rusia No registrada
G23311T (E583D) 3-3.9% Mayo 2020 en Sudafrica No registrada

Spike A2 A23403G (D614G) 0.5-100% Finales de enero 2020 en India Febrero 2020 (Extremadura)
A23544G (E661G) 0.5-0.9% No registrada No registrada

K

|
3-29 Abril 2020

Martinez-Gonzalez et al. Manuscrito en preparacion




2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

250

230
| ] Total mutations

200 _ _
| |Different mutations

150
100

Number of mutations

3.5%

. Synonymous Non-synonymous

Gran variabilidad con solo el resultado de
14 pacientes y la mayoria de mutaciones
implican cambios de aminoacido

Mild exitus

5 30 16

Number of mutations
N
=)

o IE o
Synonymous Non-synonymous

Se observa un mayor niimero de mutaciones
no sinonimas tanto en pacientes Leves como
en pacientes Exitus
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2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

Diversidad del espectro de mutantes

Shannon Entropy

Il Severe
* . I Mild
s ¢
! e & 8§ 4 °
. .
* 3 s i
P, b8
$ s o '
. .
[
Al Az A3 A4 A1 A2
' Nsp12 " Spike

Shannon Entropy Average

FlSevere
I Mild

Nsp12 Spike

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

Nucleotide Diversity

0.30 0.6
IlSevere ° IlSevere ® ElSevere
° FImild 0.25 mild 0.5 Fmild
° °
0.20 0.4
- N B I I
. H g * 0.15 ; ¢ l g o 0.3 . ol l g o
o [ = ' g i 0.10 3 i = 5 ! 0.2 . J = 4 '
! ! o o i 0.05 ! o 0 - 0.1 $ o 0 $
° e § o o ! o ' ° o ! C
o ° °
A1 A2 A3 A4 Al A2 0 A1 A2 A3 A4 Al A2 0 A1 A2 A3 A4 A1 A2
' Nsp12 " Spike ' Nsp12 " Spike ' Nsp12 " Spike

Gini-Simpson Average Mfnax Average
ieM—m—m—m—m—mm™ ™ ™™™ — ———— 0.20

0.14
0.12
0.10
0.08

0.06| |
0.04 |
0.02[
0.1}

0

Il Severe
................................................ [IMmild

Nsp12

Spike

0.15

0.10}---

1 0.05

Il Severe
................................................. Imild

Nsp12 Spike

0.40
0.35
0.30

Nucleotide Diversity Average

0.25}----
0.20 |-
0.15}--1

1 010 -

0.05}----

0

Nsp12

El analisis de la diversidad del espectro de mutantes calculado
mediante indices de diversidad basados en abundancia aumenta en el
caso de los pacientes que han cursado la COVID-19 de forma grave

Il Severe
IMild

Spike



2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

Diversidad del espectro de mutantes

PolySites Number of Haplotypes N M
30 30 1.6x 10
. IlSevere . EiSevere| ., . s * o Il Severe
25 e IMild 25 . o I Mild ' I Mild
' ' A ' s ° ° 1.2x10°® ® ® P °
20 o $ o 20 b $ 5 °
°* $ $§ o ¢ § o ° 1.0x 10 ¢ o
15 . ' $ * ° 15 ' : : 8.0x107 s ’ ! ° s
' 3 s s ¢ 6.0x 107 * o s 3
- b ST TR
o 8 8 o ¢ g 4.0x107 3 : -4 '
o
5 $ o | 5 | ° 2.0x 107 °* 3
0 L 0 - 0 °
A1 A2 A3 Ad A1 A2 A1 A2 A3 A4 Al A2 A1 A2 A3 A4 A1 A2
' Nsp12 " Spike ' Nsp12 " Spike Nsp12 Spike
- PolySites Average . Number of Haplotypes Average S Mfnin Average
IlSevere Misevere| ... 10| T Il Severe
2001 17 Wwid Eimild 8.0x 107 EAMmild
O X0 b

15 |-

6.0x107 | -
e U | D e ] T 40x107 |- EEREL N
51 20x107 |- SN RN W -
0 0
Nsp12 Spike Nsp12 Spike Nsp12 Spike

El analisis de la diversidad del espectro de mutantes calculado
mediante indices de diversidad basados en incidencia aumenta en el
caso de los pacientes que han cursado la COVID-19 de forma grave




2) Genomica viral (Deteccion variante U.K.)

v

Riesgos: Variantes de SARS-CoV-2 SRS

v Incremento de la transmisibilidad — SARS-CoV-2 VUI 202012/01

Incremento en la severidad de la infeccidn (B.1.1.7)

v Pérdida de respuesta a vacunas NSO1Y. AS70D

D614G, P681H
(Spike)
Variante « 57400 casos

California

—> SARS-CoV-2 VUI 202012/01
(B.1.1.7 + E484K)

SARS-CoV-2 CAL.20C
(B.1.429)
* L452R (Spike)

* E484K, N501Y,
A570D, D614G,
P681H (Spike)

* 28 casos

Variante Sud

Variante Brasil < Africa
SARS-CoV-2 20J/501Y.V
(B.1.1.248) » SARS-CoV-2 20H/501Y.V2
« E484K, N501Y, (B.1.351)
H655Y (Spike) Variante Nigeria « E484K, N501Y
* 200 casos (Spike)
(B.1.1.207) * 1400 casos

* P681H (Spike)

Fuente: European Centre for Disease Prevention and Control. SARS-CoV-2 - increased circulation of variants of concern and vaccine rollout in the EU/EEA, 14th update — 15 February 2021. ECDC:
Stockholm; 2021.



2) Genomica viral (Deteccion variante U.K.)

Amplificacion y secuenciacion variante U.K.

Nuestros primers son capaces de amplificar muestras pertenecientes a la 32 ola de SARS-CoV-

nt 23063 nt 23271 nt 23403 nt 23604
Dy .. Yy, .y, LY S & S
TAATG TGCTG GGATG TCCTDC il 20 P
TAATG IGCTG GGATG TCCTC Pycowssiz ' T T GARAGCG
“ ~ —p nt23012
T TG\A A G TR

W
i W
[
u
| | | /\ A VY /\L | /y : —
T CATC | Reverse Presencia de la

TGATAG G GGTG
mutacion E484K

;]\ m/\ /\ \‘ A a baja frecuencia
Forward

CCGCTC TecaTeo - nueva variante

Spike
[
1

U.K

kTTJATG T‘GATG
AAT > TAT GCT > GAT GAT > GGT CCT > CAT
N501Y A570D D614G P681H
Deteccion de cuatro de las mutaciones Deteccion de mutaciones a baja frecuencia con
presentes en la spike de SARS-CoV-2 en la Secuenciacion Sanger en uno de los pacientes
variante U.K B.1.1.7 con Secuenciacion Sanger pertenecientes a la variante U.K. B.1.1.7




Ejemplos de mutantes de escape descritos en SARS-CoV-2

Proteina Tipo d’e Camb{o Implicaciones Referencia
Mutacién producido
Spike Mutacién A475V Disminuye la sensibilidad a.la neutrahzamfm por anticuerpos y Liet al. Cell 182: 1-11, 2020
suero de pacientes convalecientes
Spike Mutacién D614G + 472V Disminuye la sensibilidad a.la neutrahzacpn por anticuerpos y Liet al. Cell 182: 1-11, 2020
suero de pacientes convalecientes
Spike Mutacion V483A Disminuye la sensibilidad a la neutralizacién por anticuerpos Liet al. Cell 182: 1-11, 2020
Spike Mutacion N234Q Disminuye la sensibilidad a la neutralizacién por anticuerpos Lietal. Cell 182: 1-11, 2020
Spike Mutacién N439K Disminuye la sensibilidad a la neutr.ahzamon por anticuerpos Thomson et al. Cell 184: 1-17, 2021
monoclonales y policlonales

Spike Mutacion P475A Disminuye la sensibilidad a la neutralizacién por anticuerpos Durmaz et al. Medeni Med J, 35: 253—260, 2020
Spike Insercién G482 Disminuye la sensibilidad a la neutralizacion por anticuerpos Durmaz et al. Medeni Med J, 35: 253—260, 2020

Aparece en las nuevas variantes (sudafricana y brasilefia) reduce Andreano et al. BioRxiv, 2020
Spike Mutacién E484K la capacidad neutralizante de los anticuerpos de suero de

pacientes y de pacientes vacunados [Pfizer BioNTech (NT162b2)] Diamond et al. Research Square, 1—17, 2021
Spike Delecién Fi40 Disminuye la sensibilidad a la neutralizaciéon por anticuerpos Andreano et al. BioRxiv, 2020
Spike Insercion KTRNKSTSRRE248 Disminuye la sensibilidad a la neut'rahzacmn por anticuerpos Andreano et al. BioRxiv, 2020

presentes en plasma de pacientes recuperados
Spike Mutacion F486S Disminuye la sensibilidad a la neutr.ahzacmn por anticuerpos Liu et al. Cell Host & Microbe, 29: 1-12, 2021
monoclonales y policlonales.
. . Dismi 1 ibili 1 lizacié i . .

Spike Mutacién S477N isminuye la sensibilidad ala neutralizacion por anticuerpos Liu et al. Cell Host & Microbe, 29: 1-12, 2021

monoclonales.

Mutaciones que disminuyen la sensibilidad a la neutralizaciéon por anticuerpos:
V483A, N234Q, N439K, P475A, G482 (insercion), F140 (delecion), F486S y S477N

Disminuyen la capacidad neutralizante de los anticuerpos de suero de pacientes que se han
recuperado de la infeccion:
D614G + 1472V, KTRNKSTSRRE248 (inserciéon) y A475V

Disminuyen la capacidad neutralizante de los anticuerpos de suero de pacientes recuperados de la
infeccion e individuos vacunados: E484K
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3) Fitness virico (Cultivo celular) y combinaciones de antivirales

Inhibiting SARS-CoV-2 entry through designed ACE2—-mimetics

Spike-ACE2 complex structure  ______ > ACE2-protein mimetics
Lan J et al. Nature (2020) by computational design

De novo mimetic library

ity sy 5
d

ACE2
receptor

Experimental
characterization <
of best candidates

F----osor

Marcos et al. Science 355:201, 2017
Marcos et al. Nature Struct. Mol. Biol. 25:1028, 2018
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Inhibiting SARS-CoV-2 entry through designed ACE2—-mimetics

Parallel expression, purification and stability ACE2 mimetics — S RBD binding,
assays of ACE2 mimetic miniproteins competition and complex stability
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Verdaguer et al. Nature Struct. Mol. Biol. 5:429, 2004
Ferrero et al. PLoS Pathogens 15:e1007656, 2019
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Lethal mutagenesis is a broad-spectrum antiviral approach

0 |
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F N i Copying fidelit 0
N NH, L. pying fidelity
| P Favipiravir
N o et
COMMUNICATIONS
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Perales et al. Fut. Med. Chem. 11:1645, 2019 Rapid incorporation of Favipiravir by the fast and
Sheahan et al. Sci. Transl. Med. 12:eabb5883, 2020 permissive viral RNA polymerase complex results

in SARS-CoV-2 lethal mutagenesis
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(D)Ribavirin/(Dx)Ribavirin

Synergy between favipiravir and ribavirin for HCV
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Unexpectedly, working with HCV, we have discovered a new synergy
mechanism between two lethal mutagens despite both targeting the viral
polymerase. Its basis is the different preference for mutation sites

Gallego et al. Antimicrob Agents Chemother. pii: AAC.01653-19, 2019



Conclusiones generales y trabajo en marcha

Se han clasificado clinicamente pacientes positivos para SARS-CoV-2 en tres niveles de
severidad (leve, moderado y grave) recogidos durante la primera ola de la pandemia en los hospitales
del grupo Quiréon. Hemos obtenido una correlacion positiva entre el valor del Ct del hisopo diagnostico y la
severidad clinica de la infeccion

Hemos puesto a punto la secuenciacion masiva ultra profunda para el analisis de los espectros
de mutantes de SARS-CoV-2 con el objetivo de detectar variantes minoritarias que puedan tener relevancia
epidemiolbgica en meses posteriores

La secuenciacion masiva de los primeros pacientes de cada grupo de severidad clinica (leves,
moderados y graves) ha revelado una mayor complejidad de los espectros de mutantes de aquellos pacientes
con enfermedad COVID-19 mas grave

Hemos secuenciado muestras de la cepa britanica disponibles de la 3¢ ola y estamos haciendo
secuenciacion masiva para determinar la dindmica de mutaciones adicionales que acompainan a las
mutaciones ya impuestas

Queremos determinar regiones conservadas basadas en el andalisis de espectros de mutantes

Queremos establecer una correlacion entre la carga viral, la complejidad del espectro de mutantes y la tasa de
replicacion/fitness virico en cultivo celular (a desarrollar en colaboracion con los Dres. Esteban Domingo y
Nuria Verdaguer y con el laboratorio del Dr. Luis Enjuanes), asi como ensayar combinaciones de antivirales
sinérgicas frente a SARS-CoV-2

. Ampliacién de todos estos estudios a pacientes de la segunda y tercera ola en la medida en que se consiga

financiacion adicional
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El efecto protector de una vacuna esta influenciado por la capacidad del virus
circulante de superar la respuesta inmune.

La probabilidad de que un mutante de escape este presente es mayor cuanto mayor es
la cantidad de virus circulante.

Seria aconsejable considerar el contexto epidemiol6gico para iniciar las campanas de
vacunacion cuando sea posible de forma que se vacune en épocas donde la incidencia
del virus es baja.




Agradecimientos
e S

u T Departamento de Microbiologia
: tl! | (Dres. I. Gadea, J. Esteban y R. Fernandez)
Gonzdlez Rebeca Lobo-Vega

,' _l | _~ emE Departamento de Genética
| ! : » | (Dra. C. Ayuso y Dr. P. Minguez)

INSTITUTO DE
INVESTIGACION
S A NI T AR I A
FUNDACION JIMENEZ DIAZ

I ’ Fundacion hmd:z@

Departamento de Estadistica (Dr. I. Mahillo)

ibmb

_, Dra. Nuria Verdaguer
77 - . CSIC
| Lucia Vazquez-

Sirvent . f& CBM: syt

Dr. Esteban Domingo _é Severo Ochoa '~

~ [CENTRO DE BIOLOGIA MOLECULAR

Maria Eugenia Soria S




