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Dos fases en la evolucion viral

Es el resultado de la
variacion genetica en
cada individuo e

e
Enfermedad interacciones entre
mutantes asi como los
alelos de
susceptibilidad de
cada individuo

Es el resultado de la

dinamica de cuasiespecies
: : en individuos infectados.
Epidemia Influye la transmisibilidad
y el fitness epidemioldgico

Domingo, E. et al. InfectionGenetics andevolution, 82:104278, 2020



Parametros interconectados en poblaciones virales

QUASISPECIE!

Aim of Therapy

Domingo, Sheldonand PeralesMMBR 76: 159216, 2012



STOP’-Coronavirus: factores clinicas; inmunologicos,;
genomices;:virologicos ybioétices de:COVID -19

WR>Genofmicacviralral

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

A Muestras 12 ola A 2425 ( 3/4/2020 i 30/4/2020) Muestras de

SARS-CoV-2
A Muestras 22 ola A 2810 ( 19/10/2020 i 24/11/2020) disponibles
en la FJD
A Muestras 32ola A >1380 ( 22/1/2021 i actualidad)
1) Carga viral (valor de Ct diagnostico)

Parametros a determinar en muestras L. . .., .
de SARS -CoV -2 y su relacién con la <4 2) Genodmica viral (secuenciacion masiva)

severidad de la  infeccion 3) Fitness virico (cultivo celular)

—




Cohorte de pacientes infectados con SARS -CoV -2 en estudio: 12 ola

HME gy | INSTITUTO DE

@ IIS‘lNVESTlnAC\()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 FID, HUIE, HGV,
HURJC recogidos entre el 3y 29 de
Abril 2020correspondiente al primer
brote de la pandemia en Espafia

Clasificacion clinica distinquiendo varios niveles de severidad

‘ Leves no ingresados, hospitalizados por causano COVID

' Moderados: ingresadosno UCI/UCIR con oxigenoterapia convencional

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

En colaboraciom con el Departamento de’ Genética (Dra:.. Carmem Ayuso)). el Dr:. Francisco)JavierRuiz-
Hornilloss(Hospital:Universitario Infantar Elena) y:el Depantamento de) Big Datadel grupo:Quirdniron



1) Carga viral (valor de Ct diagnaostico)

Ct values

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

X X
Exitus/Severe, Moderate, Mild, — ;
gt =936 =110 <valorde Ct => carga viral
60
. p<0.001
50 - p<0.001 : p<0.001
' ' Se ha observado una
40 - B correlacion  positiva
R o . estadisticamente
307 i significativa entre el
X E s, .
B X valor de Ct diagnoéstico
20 - xxxxx"xxxxxxxxxx X :
XX y la severidad de la
10 - infeccion
n =448
0 j . i
Exitus/Severe Moderate Mild

Soriaetal. En revision,2021



1) Carga viral (valor de Ct diagnaostico)

Agemeanz standard deviation, years

Correlacion entre el valor de Ct diagndstico

Characteristics

Age > 60 years (%)

Male (%)
Female (%)

Hypertension

Cardiac disease (%)

Diabetes (%)
Obesity (%)
Asthma (%)

COPD (%)

(%)

Hospitalization (98

ICU admission (%)

Conventional oxygen
Invasive mechanical ventilation (%)

Noninvasive mechanical ventilation (%)

therapy

(%)

High Flow Nasal Cannulas (%)

Survival 90 days after diagnosis @6)

Days since symptoms ondet

Total
(n=448)

71.04+ 18.29
321 (71.6%)
205 (45.7%)

243 (54.2%)
236 (52.7%)
142 (31.7%)
8 (1.8%)
17 (3.8%)
29 (6.5%)
15 (3.3%)
365 (81.5%)
36 (8.0%)
288 (64.3%)
19 (4.2%)
21 (4.7%)
19 (4.2%)
366 (81.7%)
7.84+6.40

enfermedad clinica (COVID

Exitus/Severe
(n=102)

79.92+15.33
91 (89.2%)
49 (48.0%)

53 (52.0%)
69 (67.6%)
42 (41.2%)
2 (2.0%)
5 (4.9%)
8 (7.8%)
4 (3.9%)
102 (100%)
33 (32.3%)
102 (100%)
19 (18.6%)
20 (19.6%)
19 (18.6%)
27 (26.5%)
7.57+6.62

Moderate
(n=236)

73.25£ 16.59
185 (78.4%)
122 (51.7%)

114 (48.3%)
134 (56.8%)
73 (30.9%)
5 (2.1%)
8 (3.4%)
16 (6.8%)
8 (3.4%)
236 (100%)
2 (0.8%)
183 (77.5%)
0 (0%)
1 (0.4%)
0 (0%)
233 (98.7%)
8.26+6.53

Mild
(n=110)

58.05+ 17.50
45 (41.0%)
34 (31.0%)

76 (69.1%)
33 (30.0%)
27 (24.5%)
1 (0.9%)
4 (3.6%)
5 (4.5%)
3 (2.7%)
27 (24.5%)
1 (0.9%)
3 (2.7%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
106 (96.4%)
3.25+0.50

p-valuet

1.49 x 162
1.11x 16

1.40 x 162

1.14 x 162
1.35 x 162
1.08 x 162
1.37 x 162
1.42 x 162
1.34 x 162
1.21x 162
1.16 x 162
1.10 x 162
1.25x 162
1.27 x 162
1.43 x 162
8.44 x 163
2.81 x 162

Significance

*k%k

*kk

*k%k

y la severidad de la
-19)

Datos demograficos
y comorbilidades
preexistentes enla
cohorte segun la
severidad de la
infeccion

El valor de Ct diagnéstico esta
relacionado con la severidad de
la infeccion independientemente
de factores de riesgo
previamente descritos como son
la edad, sexo, hipertension,
enfermedad cardiovascular,
diabetes, obesidad, 0
enfermedad pulmonar.

Soriaetal. En revision,2021




2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

Puesta a punto NGS para el
analisis de sustituciones del

SARS-CoV-2
! NCBI Databaséncbi

Andlisis de bases de d?tos del SARS-CoV-2 nim.nih.go\genbanksarscov-2-seqs/)
Oligonucleodtidos que amplifican las regiones de

Disefio de oligonucledtidos ) , . .
interés de laspikey polimerasa
Validacion con pacientes de distinta Pacientes positivos para SARSV-2 con
carga viral carga viral determinada por FIICR

Controles y pipelines ya establecidos
con otro virus RNA (HCV)

Establecimiento del analisis bioinformatico _ _ _
Soria et al. BMClInfectious Diseased8:446, 2018

para deteccion de variantes minoritarias Perales et allnfect Drug Resist11:2207, 2018
Chenet al. Antiviral Researchl74:104694, 2020

Soria et al. JClin Microb En prensa, 2020

Céalculo 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

. . Asociacié ii
Analisis estadistico sociacion entre la complejlo_lzfld dgl _espectro de
mutantes y la evolucion clinica




2) Gendmica viral (secuenciacion masiva)

Regiones del genoma a estudiar (polimerasa y spike )
®° ORF1ab ;468 1"“’66
Nsp8 Nsp10 exor(\::t-:f;ase) Nsp16 ORF3a ORF7alb  rrg0
. ORF8/0rrg

| w1

14921 < 14942

15300 <€ 15320
15694 <« 15717

23269« 23288
14511 » 14533 23646 \ & 23666
14890 » 14910

15268 » 15287

15646 ) 15668

22853 ) 22871
22236 ) 23258

Gen implicado en la replicacion

viral y diana de antivirales de . )
amplio espectro Gen implicado en el tropismo celular




2) Gendmica viral (secuenciacion masiva)

Etapas parala secuenciacionimasiva basada en amplicones: = de
SARS-CoV -2 a partir dermuestras de-hisopos nasoefaringeos

de muestras de hisopos
RNA

N wExtraccion del RNA viral a partir
Extraccion
nasofaringeos

;> PCR wAmplificacion mediante RFPPCR de ampliconesde la
region Spikey 4ampliconesde la regiéon Nsp12

:’> Electroforesis wElectroforesis en gel de agarosa y
recorte de las bandas

wPurificacion de las bandas
;> Purificacion mediante columnas con
membrana desilica

. wAnNalisis cuantitativo
C- Pt 3797 Q Quibit mediante fluorimetria
Spike Nspl2 Spike Nspl2
M Al A2 Al A2 A3 A4 . A2 Al A A3 A‘,' ;> TapeStation wAnéI_isis_
— e ——_ S O cualitativo

masiva




2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

Total . Failed Primers .Mismatched Primers E Mismatched Primers Dimers
.Failed Overlap Pair Processing .Failed Status Pair Processing Possible Contamination H Used
800,000
700,000
w 600,000
: L g
S 500,000 Analisis de la
° .
L 400,000 primera placa de
2 . .,
E 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 e e R

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

— 0 ‘ En colaboraciom con el Dr..
83:5% Pablo Minguez y Lorena de la

. : : Fuente (Departamento de
‘Numero reads: medio/paciente: - = 500,100:6. . reads ‘ B-,Oimmﬁmm%a(de(,a(;:@)))

‘ % de recuperacion: .+ medio/paciente

HathawayN.J. etal. Nucleic AcidsResearch6.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
%
* Dk *
% *
* * *
¥

% de recuperacion
medio/. amplicon 1+ = 96.4%

Numero reads: medio/. ‘amplicon
= 84,352.8 " reads

Rendimiento similar en todos
los: amplicones

Todos los - amplicones - > 10,000

A1

*

A2 A3 A4 A1 A2

Nsp12

| Spike

reads

En colaboraciom con el Dr..
Pablo Minguez y Lorena de la
Fuente (Departamento de
Bioinformatica.deda F3D) )



2) Gendmica viral (secuenciacion masiva)

N

Haplotipo
conjunto de
secuencias
idénticas
representadas
por-una
frecuencia

Visualizacion«de « ~ haplotipos: s mediante’ secuenciacion masiva
23390 23400 2341 0 23420
RefSeqN?ggsgf :GTTC TTTA TCAGGA TGTTAAC TGCACAGAAG
Pt013 %P . ... e e e s a0/ e e -
0T%M T G<0.5%" """
Mutac'én Pt342 PQg‘;z): ................... G=06%------
PtO47 P 94.3% P - . . ZIZZI|¢'='1;,6°/;ZZZIZZ
31%Pl . v i e e e e e e eeedE . ST, . ...
1.8%} ..............................
0.8% Pl v v v vweweaadBl ol il i e
23!‘|>50 23?60 23?70 23?80 235?0
RefSeqNC045512 p{ACATACCCATTGGTGCAGGTATATGCGC TAGTTATCAGACT
Pt013 p»99.3% PACATACCCATTGGTGCAGGTATATGCGC TAGTTATCAGACT
0.7% PACATA ATCAGACT
| ., Pt342 p»99.4% PACATACCCATTGGTGCAGGTATATGCGC TAGTTATCAGACT
Deleccion 0.6% PACATACCCATTGGTGCAGGTATATGCGCTAGTTATCAGACT
Pt047 > 94.3% P{ACATACCCATTGG TGCAGGTATATGCGC TAGTTATCAGACT
3.1% P{ACATACCCATTGGTGCAGGTATATGCGC TAGTTATCAGACT
1.8% PACATA ATCAGACT
0.8% P{ACATACCCATT ATCAGACT




2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

Polimerasa

- Mutant frequency between 99 - 100%
Mutant frequency between 3.0 - 3.9%

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

Mutant frequency between 1.0 - 1.9% Mutant frequency between 0.5 - 0.9%

A1 | A2 |A3| A4

SeqRef p

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

Mutation P

Pt341
Pt342
Pt441
Pt443
Pt448
Pt013
Pt017
Pt020
Pt023
Pt032
Pt036
Pt040
Pt045
Pt047

c|, r|jc|T|/ G| T A|G|T|C|G|C|T|C|T|A|C|G|A

TIC|TI|AIA|IA|AIANAIAN]|T

A T C T A G T T G

,\"J

™
b"\\ /\ EVVDKYFDCYDGGCINANQV
(> /\ LLKLLISTLIVTMVAVLMLTKS

Unicamente 'se-detectan delecciones - en la
nspl2: en los pacientes: - Exitus

Spike

B Mutant frequency between 99 - 100% [ Mutant frequency between 4.0 - 4.9%
Mutant frequency between 3.0 - 3.9% Mutant frequency between 2.0 - 2.9%

Mutant frequency between 1.0 - 1.9% Mutant frequency between 0.5 - 0.9%

SeqRef p T
™~

Position p» =
™~

Mutation p»C

Pt341
Pt342
Pt441
Pt443
Pt448
Pt013
Pt017
Pt020
Pt023
Pt032
Pt036
Pt040
Pt045
Pt047
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Unicamente 'se-detecta la deleccion:: de los
nucleotidos 23561 a 23582 en'la spike en los
pacientes - Exitus




2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

Comparacion de mutaciones detectadas mediante

secuenciacion masiva respecto alorreportadoen GISAID

Region Mutacion Frecuenciag  GISAIDGLOBAbor primera vez GISAID ESPANr primera vez

C14554T (L372F) | 0.50.9% No registrada No registrada
Nspl2 Al T14709GSYN) 1-1.9% No registrada No registrada
C14805TSYN) 99-100% Febrerode 2020 en Corea del Sur Noregistrada
C14931T (SYN) 1-2.9% | Finales de mayo 2020 &bte d'lvoire No registrada
Nsp12 A2 G15109A (V557I) 3-3.9% No registrada No registrada
C15237T (SYN) 0.50.9% Marzo de 2020 en Francia No registrada
T15255C (SYN) 4-4.%% No registrada Noregistrada
Nspl2 A3| C15656T (T739I) 1.69% Septiembre 2020 en Colombia No registrada
T15717A (SYN) 1-1.% Enero 2021 en México No registrada
Nsp12 Ad A15772G (S778G) | 1.1.% Noregistrada No registrada
G15906T (Q823H) | 99-100% Octubre 2020 eMigeria Noregistrada
A15911G (D824G) | 2-2.% No registrada No registrada
Spke Al T23152C (SYN) 0.5-0.9% Noviembre 2020 en Rusia No registrada
G23311T (E583D) | 3-3.9% Mayo 2020 en Sudafrica No registrada

Spke A2 A23403G (D614G) | 0.5¢ 100% Finales de ener@020 en India Febrero 202@Extremadura)
A23544G (E661G) | 0.5¢ 0.9% No registrada No registrada

K

Martinez

f
3-29 Abril 2020

-Gonzalez et al. Manuscrito en preparacion



2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

250
¢ = | ] Total mutations
| =
© 200 . .
< | | Different mutations
S 150
S
Y
© 100
&
o]
£ 50 51
-
=

0

3.5%

\ 96.5%

. 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
45
3¢ | [ Imild
g’g D Exitus

oL W F W
Synonymous Non-synonymous

Number of mutations
N
=)

Se observa.un mayor nimero de-mutaciones
no sindnimas tanto.en pacientes Leves como
en pacientes - Exitus




2) Genomica viral (secuenciacion masiva)

Diversidad del espectro de mutantes

El andlisis 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




