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Espectro 

de 

mutantes

~10-4 mutaciones / nt copiado

Secuencia 

consenso
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SHORT-TERM
INTRA-HOST EVENTS

QUASISPECIES

LONG-TERM
INTER-HOST EVENTS

PHYLODYNAMICS

Dos fases en la evolución viral

Enfermedad

Epidemia

Es el resultado de la 
dinámica de cuasiespecies
en individuos infectados. 

Influye la transmisibilidad 
y el fitness epidemiológico

Es el resultado de la 
variación genética en 

cada individuo e 
influyen las 

interacciones entre 
mutantes así como los 

alelos de 
susceptibilidad de 

cada individuo



Parámetros interconectados en poblaciones virales

SHORT-TERM
INTRA-HOST EVENTS

QUASISPECIES

Domingo,Sheldonand PeralesMMBR 76: 159-216, 2012



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

ÅMuestras 1ª ola Ą 2425 ( 3/4/2020 ï30/4/2020)

ÅMuestras 2ª ola Ą 2810 ( 19/10/2020 ï24/11/2020)

ÅMuestras 3ª ola Ą > 1380 ( 22/1/2021 ïactualidad)

Muestras de 
SARS -CoV -2 
disponibles 
en la FJD

1) Carga viral (valor de Ct diagnóstico)
2) Genómica viral (secuenciación masiva)
3)  Fitness vírico (cultivo celular)

Parámetros a determinar en muestras 
de SARS -CoV -2 y su relación con la 

severidad de la infección

STOP -Coronavirus: factores clínicos, inmunológicos, 
genómicos, virológicos y bioéticos de COVID -19

WP7 Genómica viral



Clasificación clínica distinguiendo varios niveles de severidad :

Leves: no ingresados, hospitalizados por causano COVID

Moderados: ingresadosno UCI/UCIR con oxigenoterapia convencional

Graves/Éxitus: UCI/UCIR, pacientes no en UCI/UCIR con Ventilación
Mecánica u O2 de alto flujo (>15 l/min)/Pacientes cuyo éxitus se debe a
COVID-19

Cohorte de pacientes infectados con SARS -CoV -2 en estudio: 1ª ola

Hemos clasificado y organizado una 
COVID -teca de 2424 hisopos 

nasofaríngeos 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 España  

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

Departamento de 
Microbiología Clínica



Se ha observado una 
correlación positiva 

estadísticamente 
significativa entre el 

valor de Ct diagnóstico 
y la severidad de la 

infección 

Correlación entre el valor de Ct diagnóstico y la severidad de la 
enfermedad clínica (COVID -19)

< valor de Ct = > carga viral

n = 448

Soria etal. En revisión,2021

1) Carga viral (valor de Ct diagnóstico)



Datos demográficos 
y comorbilidades 

preexistentes en la 
cohorte según la 
severidad de la 

infección

El valor de Ct diagnóstico está 
relacionado con la severidad de 

la infección independientemente 
de factores de riesgo 

previamente descritos como son 
la edad, sexo, hipertensión, 
enfermedad cardiovascular, 

diabetes, obesidad, ó
enfermedad pulmonar.

Soria etal. En revisión,2021

Correlación entre el valor de Ct diagnóstico y la severidad de la 
enfermedad clínica (COVID -19)

Characteristics
Total

(n=448)

Disease Severity

Exitus/Severe 

(n=102)

Moderate 

(n=236)

Mild 

(n=110)
p-valuea Significancea

Agemean ± standard deviation, years 71.04 ± 18.29 79.92 ± 15.33 73.25 ± 16.59 58.05 ± 17.50 1.49 x 10-12 ***

Age > 60 years (%) 321 (71.6%) 91 (89.2%) 185 (78.4%) 45 (41.0%) 1.11 x 10-8 ***

Male (%) 205 (45.7%) 49 (48.0%) 122 (51.7%) 34 (31.0%)
1.40 x 10-12 ***

Female (%) 243 (54.2%) 53 (52.0%) 114 (48.3%) 76 (69.1%)

Hypertension (%) 236 (52.7%) 69 (67.6%) 134 (56.8%) 33 (30.0%) 1.14 x 10-12 ***

Cardiac disease (%) 142 (31.7%) 42 (41.2%) 73 (30.9%) 27 (24.5%) 1.35 x 10-12 ***

Diabetes (%) 8 (1.8%) 2 (2.0%) 5 (2.1%) 1 (0.9%) 1.08 x 10-12 ***

Obesity (%) 17 (3.8%) 5 (4.9%) 8 (3.4%) 4 (3.6%) 1.37 x 10-12 ***

Asthma (%) 29 (6.5%) 8 (7.8%) 16 (6.8%) 5 (4.5%) 1.42 x 10-12 ***

COPD (%) 15 (3.3%) 4 (3.9%) 8 (3.4%) 3 (2.7%) 1.34 x 10-12 ***

Hospitalization (%)b 365 (81.5%) 102 (100%) 236 (100%) 27 (24.5%) 1.21 x 10-12 ***

ICU admission (%)c 36 (8.0%) 33 (32.3%) 2 (0.8%) 1 (0.9%) 1.16 x 10-12 ***

Conventional oxygen therapy (%) 288 (64.3%) 102 (100%) 183 (77.5%) 3 (2.7%) 1.10 x 10-12 ***

Invasive mechanical ventilation (%) 19 (4.2%) 19 (18.6%) 0 (0%) 0 (0%) 1.25 x 10-12 ***

Noninvasive mechanical ventilation (%)d 21 (4.7%) 20 (19.6%) 1 (0.4%) 0 (0%) 1.27 x 10-12 ***

High Flow Nasal Cannulas (%) 19 (4.2%) 19 (18.6%) 0 (0%) 0 (0%) 1.43 x 10-12 ***

Survival 90 days after diagnosis (%)e 366 (81.7%) 27 (26.5%) 233 (98.7%) 106 (96.4%) 8.44 x 10-13 ***

Days since symptoms onsetf 7.84 ± 6.40 7.57 ± 6.62 8.26 ± 6.53 3.25 ± 0.50 2.81 x 10-12 ***

1) Carga viral (valor de Ct diagnóstico)



Puesta a punto NGS para el 

análisis de sustituciones del 

SARS-CoV-2

Análisis de bases de datos del SARS-CoV-2 

Diseño de oligonucleótidos

Validación con pacientes de distinta 

carga viral

Establecimiento del análisis bioinformático

para detección de variantes minoritarias

Secuenciación masiva y estudio de la 

complejidad del espectro de mutantes en 

cohortes de pacientes infectados

NCBI Database(ncbi.

nlm.nih.gov/genbank/sars-cov-2-seqs/)

Oligonucleótidos que amplifican las regiones de 

interés de la spikey polimerasa

Controles y pipelines ya establecidos 

con otro virus RNA (HCV)

Cálculo índices de variabilidad viral 

cuya variación refleja la complejidad del 

virus

Análisis estadístico
Asociación entre la complejidad del espectro de 

mutantes y la evolución clínica

Pacientes positivos para SARS-CoV-2 con 

carga viral determinada por RT-PCR

Soria et al. BMC InfectiousDiseases18:446, 2018
Perales et al. Infect Drug Resist11:2207, 2018
Chenet al. Antiviral Research174:104694, 2020

Soria et al. J Clin Microb En prensa, 2020

2) Genómica viral (secuenciación masiva)



Regiones del genoma a estudiar (polimerasa y spike ) 

Gen implicado en la replicación 
viral y diana de antivirales de 

amplio espectro Gen implicado en el tropismo celular

2) Genómica viral (secuenciación masiva)



Extracción 
RNA

ωExtracción del RNA viral a partir 
de muestras de hisopos 

nasofaríngeos

PCR
ωAmplificación mediante RT-PCR de 2 ampliconesde la 

región Spikey 4 ampliconesde la región Nsp12

Electroforesis
ωElectroforesis en gel de agarosa y 

recorte de las bandas

Purificación
ωPurificación de las bandas 

mediante columnas con 
membrana de sílica

Qubit ωAnálisis cuantitativo 
mediante fluorimetría

TapeStation ωAnálisis 
cualitativo

Secuenciación

masiva

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

2) Genómica viral (secuenciación masiva)



Análisis de la 
primera placa de 

secuenciación 
masiva

(SeekDeep )

% de recuperación medio/paciente = 83.5% 

Número reads medio/paciente = 500,100.6 reads

En colaboración con el Dr. 
Pablo Mínguez y Lorena de la 

Fuente (Departamento de 
Bioinformática de la FJD) 

HathawayN.J. etal. NucleicAcidsResearch46:e21, 2018

2) Genómica viral (secuenciación masiva)



Número reads medio/ amplicón
= 84,352.8 reads

% de recuperación 
medio/ amplicón = 96.4% 

Rendimiento similar en todos 
los amplicones

Todos los amplicones > 10,000 
reads

2) Genómica viral (secuenciación masiva)

En colaboración con el Dr. 
Pablo Mínguez y Lorena de la 

Fuente (Departamento de 
Bioinformática de la FJD) 

Número de secuencias obtenido en cada amplicón



Mutación

Haplotipo : 
conjunto de 
secuencias 
idénticas 

representadas 
por una 

frecuencia

2) Genómica viral (secuenciación masiva)

Delección

Visualización de haplotipos mediante secuenciación masiva



Polimerasa

2) Genómica viral (secuenciación masiva)

Spike

Únicamente se detectan delecciones en la 
nsp12 en los pacientes Éxitus

Únicamente se detecta la delección de los 
nucleótidos 23561 a 23582 en la spike en los 

pacientes Éxitus



Región Mutación Frecuencia  GISAID GLOBAL por primera vez GISAID ESPAÑA por primera vez 

Nsp12 A1 

C14554T (L372F) 0.5-0.9% No registrada No registrada 

T14709C (SYN) 1-1.9% No registrada No registrada 

C14805T (SYN) 99-100% Febrero de 2020 en Corea del Sur  No registrada 

Nsp12 A2 

C14931T (SYN) 1-2.9% Finales de mayo 2020 en Côte d'Ivoire No registrada 

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 (T739I) 1.69% Septiembre 2020 en Colombia No registrada 

Nsp12 A4 

T15717A (SYN) 1-1.9% Enero 2021 en México No registrada 

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 A1 T23152C (SYN) 0.5-0.9% Noviembre 2020 en Rusia No registrada 

Spike A2 

G23311T (E583D) 3-3.9% Mayo 2020 en Sudáfrica No registrada 

A23403G (D614G) 0.5 ς 100%  Finales de enero 2020 en India Febrero 2020 (Extremadura) 

A23544G (E661G) 0.5 ς 0.9%  No registrada No registrada 

 

2) Genómica viral (secuenciación masiva)

Comparación de mutaciones detectadas mediante 
secuenciación masiva respecto a lo reportado en GISAID

3-29 Abril 2020 Martínez -González et al. Manuscrito en preparación



*

Gran variabilidad con solo el resultado de 
14 pacientes y la mayoría de mutaciones 

implican cambios de aminoácido

2) Genómica viral (secuenciación masiva)

Se observa un mayor número de mutaciones 
no sinónimas tanto en pacientes Leves como 

en pacientes Éxitus



El análisis de la diversidad del espectro de mutantes calculado 
mediante índices de diversidad basados en abundancia aumenta en el 

caso de los pacientes que han cursado la COVID -19 de forma grave

2) Genómica viral (secuenciación masiva)

Diversidad del espectro de mutantes


