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Resum

Una de les coses que hem aprés en els darrers dos anys, concretament amb la
pandémia del SARS-CoV-2, és que no podem emmurallar els virus per a evi-
tar-ne la propagacio, i la manera més eficag de lluitar-hi en contra és amb una
deteccio i una caracteritzacié genética rapides. Les pandemies causades per
virus han ocorregut, n'estem patint unaitard o d’hora en tornarem a patir. En
els darrers anys, el risc de noves pandemies s’ha incrementat degut a factors
que les afavoreixen, com ara la destruccié d’espais naturals, la facilitat per a
fer viatges de llarga distancia en qliestié d'hores, el canvi climatic i 'augment
de concentracions humanes i activitats socials en un moén cada vegada més
globalitzat. En aquest sentit, la seqiienciacié massiva o seqlienciacié de nova
generacio (NGS, next generation sequencing) ha demostrat ser una eina molt
poderosa que ha ajudat en el diagnostic, en el desenvolupament de vacunes,
en laidentificacié i el seguiment de variants i a conéixer millor la biologia del
virus. La pandémia del SARS-CoV-2 ha permés demostrar la utilitat de I'NGS i
la necessitat de reforcar la xarxa de laboratoris de seqlienciacié. Com més
preparats estiguem, més rapida i eficag sera la resposta contra una possible
amenaca.
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Variability and massive sequencing of viruses.
SARS-CoV-2 as an example

Abstract

One of the things that we have learned in the last two years, specifically from
the SARS-CoV-2 pandemic, is that we cannot wall in viruses to prevent their
propagation, and that the most effective way to combat them is to ensure
their rapid detection and genetic characterisation. Pandemics caused by vi-
ruses have broken out in the past, we are currently experiencing such a pan-
demic, and sooner or later we will surely be struck by another one. The risk of
new pandemics has grown in recent years, due to factors favouring their ap-
pearance such as the destruction of natural areas, the ease of long-distance
travel in a matter of hours, climate change, and the increase of human con-
centrations and social activities in a constantly more globalised world. In this
respect, massive or next-generation sequencing (NGS) has proven to be a
very powerful tool that has been of help in diagnosis and in the development
of vaccines, the identification and monitoring of variants, and the study of the
biology of the virus. The SARS-CoV-2 pandemic has allowed to demonstrate
the utility of NGS as well as the need to strengthen the network of sequencing
laboratories. The better we are prepared, the quicker and more effective will
be our response to a possible threat.
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Introduccio

Les pandémies causades per virus han ocor-
regut, n’estem patint ara mateix i tard o d’ho-
ra en tornarem a patir. La rad principal la tro-
bem en la gran capacitat que tenen els virus de
generar variabilitat i seleccionar mutacions
que, per exemple, els permeten saltar d’una es-
pecie a una altra i causar una zoonosi (trans-
missié d’'un animal a un huma). Els virus amb
meés capacitat de variar son els que tenen el ge-
noma en forma d'RNA, com els virus de les he-
patitis A, CiE; el virus del Zika (ZIKV); el virus
del chikungunya; el virus de la immunodefi-
ciéncia humana (HIV); el virus de Crimea-Con-
go; el virus de I’Ebola; el virus de Marburg
(EVM); el virus de la influenga; els virus ente-

rics; el virus de la febre groga; el virus del xa-
rampid; el virus de les galteres o els enterovi-
rus, i els coronavirus (CoV) estacionals (NL63,
OC43, HKU1 o0 229E), aixi com el SARS-CoV,
el MERS-CoV i el SARS-CoV-2. Dins el grup
de virus altament variables s’inclouen els que
durant el cicle de replicacié passen per una
fase 'RNA, com el virus de ’hepatitis B (Do-
mingo, 2020).

En els darrers anys, el risc de noves pan-
démies s’ha incrementat degut a factors que
les afavoreixen, com la destruccié d’espais na-
turals, que ha facilitat el contacte directe amb
animals salvatges, i que moltes vegades sén
reservoris de virus fins ara desconeguts; la fa-
cilitat per a fer viatges de llarga distancia en
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quiestié d’hores; el canvi climatic, que ha faci-
litat la distribucié de vectors virals on abans
no estaven presents, i, a més a més, 'augment
de concentracions humanes i activitats so-
cials en un moén cada vegada més globalitzat
(Wearn et al., 2012; Gibb et al., 2020; Tollef-
son, 2020).

Una de les coses que hem apres en els dar-
rers dos anys, concretament amb la pandemia
del SARS-CoV-2, és que no podem emmura-
llar els virus per a evitar-ne la propagacio, i que
la manera més eficag de lluitar-hi en contra és
una detecci i una caracteritzacié genética ra-
pides. En aquest sentit, la seqiienciacié massi-
va o seqiienciacié de nova generaci6é (NGS,
next generation sequencing) ha demostrat ser
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una eina molt poderosa, ja que ha permes des-
velar en temps récord la seqiiéncia del genoma
viral. A partir de les primeres seqiiéncies, s"han
pogut desenvolupar assajos moleculars basats
en amplificacié d’acids nucleics (per exemple,
per al disseny dels encebadors i sondes) per a
la deteccié del virus; caracteritzar la regié més
immunogena (I'espicula o spike) per a desen-
volupar vacunes basades en mRNA o de DNA
(Amanat i Krammer, 2020; Ruiz-Rodriguez et
al., 2021; Wouters et al., 2021); identificar i fer
el seguiment de les noves variants identificant
les mutacions associades, i estudiar-ne I'evolu-
ci6 i la variabilitat; detectar i monitorar brots
nosocomials i a la comunitat, i coneixer millor
la biologia del virus (identificar-ne les debili-
tats) per al disseny de compostos amb activitat
antiviral.

Un tret comu entre els virus amb aquesta
gran capacitat per a generar variabilitat és que
no podem parlar d’un virus com una tnica se-
qiiéncia, siné com una poblacié de genomes. I
és en aquesta poblacié de genomes o quasiespe-
cies on podem descriure un reservori de geno-
mes minoritaris que podrien ser seleccionats
davant una pressi selectiva, perqué sén aques-
tes variants minoritaries portadores d’una ca-
racteristica que li permeten un avantatge biolo-
gic. Per a descriure en detall aquesta poblaci6 de
genomes, és a dir, la seva variabilitat, I'eina més
adient és, sens dubte, la tecnologia d'NGS.

1. Conceptes basics per a entendre
la variabilitat dels virus RNA

Els virus amb el genoma d’RNA i els que du-
rant el seu cicle de replicaci6 passen per una
fase ’'RNA basen el seu éxit evolutiu en la
gran capacitat que tenen de generar variabili-
tat. Aixo és degut al fet que tots fan servir
RNA-polimerases RNA-dependents que, en la
gran majoria de casos, no poden corregir
aquells errors que de manera natural s’acumu-
larien durant la copia de 'RNA genomic. Una
excepcid en son els CoV, que, com veurem
més endavant, presenten una proteina amb
propietats correctores d’error.

Per a poder entendre la variabilitat viral,
ens cal definir dos conceptes (taula 1): la taxa
de mutacié (MR, de 'anglés mutation rate) ila
taxa d’evoluci6 (ER, de I'anglés evolution rate),
també coneguda com a taxa de fixacié de mu-
tacions (rate of accumulation [fixation] of muta-
tions), a més a més del concepte de quasiespé-
cies (taula 2).

La majoria de virus RNA tenen una gran
capacitat de variar degut a la manca de protei-
nes de lectura i correccié d’errors (proofread-
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+ Taula 1. Definicié de conceptes clau per a entendre la variabilitat viral. Elaboracié propia.
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Concepte

1a. Taxa de mutacié
(mutation rate, MR)

Defini

Quantifica el nombre d’errors (substitucions) que ha
introduit 'RNA-polimerasa RNA-dependent per
cada nucleotid copiat i en cada cicle de replicacié
(substitucions / nucleotid / cicle de replicacio).

Un virus com el de 'hepatitis C (VHC), que consta
d’un genoma d’RNA de 10.000 nucleotids amb una
MR de 1073-107%, vol dir que cada cop que un genoma
és copiat, el nou genoma que es genera tindra entre
1i 10 mutacions aleatories al llarg del nou genoma,
respectivament.

Aquesta taxa és un valor que depén del procés
de copia de 'RNA viral, de la preséncia o abséncia de
mecanismes de lectura i correccié d’errors, i del fet que
hi hagi mancanga o desequilibri en els quatre nucleotids
ATGC, entre altres necessitats bioquimiques. Per tant,
la taxa de mutacié (MR) és la conseqiiéncia d’un procés
bioquimic.

Exemples
Virus RNA: 1073-107
Retrovirus: 103-10°6
Virus DNA: 1073-10°8
DNA cellular: 10-°-107"

Un SARS-CoV-2 amb un genoma de
29.903 nucleotids i una MR estimada de
1075-1077 vol dir que de cada 300 geno-
mes (virions) que analitzem, un tindrd
una mutacié situada a atzar en el
genoma.

1b. Taxa d’evolucié
(evolution rate, ER)
o taxa de fixacié de
mutacions (rate of
accumulation
[fixation] of

mutations)

Mesura del nombre de substitucions per nucleotid i per
any (substitucions/nt/any). L'ER mesura com el virus
esta evolucionant en la natura, i esta directament
afectada per I'eficacia de transmissio, o facilitat que té el
virus per a infectar i generar noves particules virals. Es a
dir, un virus amb una taxa de mutacié molt alta, pero
que no es pugui transmetre (per exemple, perqué la
persona infectada estigui confinada), tindra una taxa
d’evolucié nulla; en canvi, un virus amb una taxa de
mutacio baixa, perd que es transmeti molt facilment i
amb capacitat per a generar un gran nombre de
particules virals (carrega viral elevada), tindra una taxa
d’evolucié alta.

Virus respiratoris: 103-10~*
Virus de Ihepatitis: 10-- 7,9-10~°

HCV: 1,5 - 107 subst/nt/any
EISARS-CoV-2 té una ER estimada de

8,4 - 10~* molt semblant als altres virus
respiratoris i altres virus RNA.
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+ Taula 2. Definicié de quasiespecies. Elaboracio propia.
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Concepte

Quasiespeécies

Els virus RNA amb les taxes de mutacié més elevades
s6n els organismes amb més capacitat de generar
diversitat. La conseqiiéncia d’aquesta alta capacitat de
variacid és I'aparicié continuada de variants. Per tant, si
seqiienciem el genoma dels virus (poblacié viral) que
detectem en un organ o teixit d’'un pacient infectat, no
trobarem una sola seqiiéncia, sin6 una barreja complexa
de genomes que s’assemblen molt, pero presenten
diferéncies. Tota aquesta poblaci6 viral 'anomenem
quasiespécies.

Una quasiespécie esta composta per una barreja de
genomes diferents, perd que s’assemblen molt (tenen
unes poques diferéncies a escala de seqiiéncia 'una
respecte de I'altra). La composicié d’'una quasiespecie
estd sotmesa a canvis continuats (és una estructura molt
dinamica) mentre el virus esta replicant i depén dels
principis de I'evolucié darwiniana:

— Cada particula viral pot alhora replicar i, per
tant, generar noves variants.

— Els virus que componen aquesta quasiespécie
estan sotmesos a seleccié competitiva.

— Els membres de la quasiespécie poden
interaccionar i cooperar.

Rellevancia clinica
Quins avantatges biologics té per al
virus aquesta gran variabilitat?

Li facilita:

— Adquirir canvis antigénics i
aixi escapar de la resposta adquirida
per vacunaci6 o infeccié natural.

— Seleccionar variants amb
mutacions associades a resisténcia a
antivirals, que a més poden ser
transmeses.

— Adquirir un mecanisme
d’evasid de la resposta immunitaria
induint fenomens de tolerancia
periferica.

— Afavorir una viruléncia o
transmissibilitat superiors.

ing activity en angles), pero, en canvi, els virus
de la familia Coronaviridae, entre els quals el
SARS-CoV-2, tenen un mecanisme de correc-
ci6 d’errors que fa que tinguin taxes de mu-
tacio mil vegades inferiors que altres virus RNA.
Aquest mecanisme de correccié d’errors esta
basat en 'expressio de la proteina no estructu-
ral nsp14 (non-structural protein 14 en angles),
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que té la funci6 de lectura de 'RNA que sinte-
titza 'RNA-polimerasa RNA-dependent
(RNA-dependent RNA polymerase o nspl2) i,
comparant-la amb la seqiiencia motlle, detecta
si hi ha un error i el corregeix amb la seva acti-
vitat 3° — 5” exoribonucleasa (ExoN). Aixo fa
que la copia d’'un genoma del SARS-CoV-2
tingui alta fidelitat i en redueix la taxa de mu-



tacions, o el que és el mateix, el nombre de
substitucions en el nou genoma resultant
(Eckerle et al., 2010; Smith i Denison, 2013;
Gribble et al., 2020; Rambaut et al., 2020). Ara
bé, des de la seva circulaci6 inicial entre la po-
blacié humana el desembre de 2019, el virus
no ha deixat d’evolucionar i en van apareixent
variants noves dia rere dia, algunes amb im-
pacte a escala mundial, com sén les variants de
preocupacié (VOC, de I’angles variants of
concern). Es defineixen com a VOC perqueé
les mutacions que incorporen poden suposar
canvis que afectin significativament la salut
publica de manera global, com, per exemple,
un increment de la transmissibilitat, la vi-
ruléncia i la gravetat de la malaltia, o una re-
ducci6 de la capacitat de deteccié de la va-
riant, I'efectivitat de vacunes o els tractaments
antivirals. El febrer de 2022 es consideren
VOC les variants alfa (B.1.1.7), beta (B.1.351),
gamma (P.1), delta (B.1.617.2) i ara Omicron
(B.1.1.529).

Com s'explica que el SARS-CoV-2
tingui una taxa de mutacio baixa,

mil vegades inferior a altres virus RNA,
i en canvi s'observi una aparicié
continuada de variants noves

arreu del mon?

Es obvi que el SARS-CoV-2 esta evolucionant,
ialguns dels seus canvis permeten que s’adapti
cada cop millor a la poblacié humana, amb
una aparicié continuada de variants. El febrer
de 2022, s’havien comptabilitzat 22 clades
(19A,B. 20A-], 21A,C,D,F-],L-M) segons la
classificacio establerta per Nextstrain (Nexts-
train, 2021), i 1.728 llinatges (O’Toole et al.,
2022) seguint la classificaci6 PANGOLIN
(Phylogenetic Assignment of Named Global
Outbreak Lineages) (Rambaut et al., 2020).
Basicament, estem parlant d’'una nomenclatu-
ra dinamica basada en I'analisi de similitud de
seqiiencies per inferéncia filogenetica (Ram-
baut et al., 2020).

Pero, tal com hem comentat abans, la bai-
xa taxa de mutaci6é del SARS-CoV-2 es veu
compensada per una elevada grandaria de la
poblacié viral que cada persona infectada pot
presentar, especialment en el pic de maxima
carrega viral, de fins a un total de 10° a 10! vi-
rions, i que a més es veu afavorida per una
gran capacitat de transmissié entre persones.
Aixo permet que milions de persones s’estiguin
infectant on el virus esta replicant i, al mateix
temps, canviant de manera continuada. Tot i
el gran nombre de morts, el SARS-CoV-2 és
causa d’'una d’infeccié de baixa gravetat de-
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mostrada per un nombre elevat d’individus
infectats de manera asimptomatica o lleu, fet
que ajuda a facilitar-ne la transmissio, ja que
com més silencios és (asimptomatic), més fa-
cil és que una persona infectada pugui trans-
metre el virus a una persona no infectada, en
no adoptar mesures per a evitar aquesta infec-
ci6, com és I'is de mascaretes o reduir el con-
tacte social, entre altres mesures no farmaco-
logiques.

A Tinici de les pandémies, amb I’absencia
d’immunitat preexistent a la poblacié huma-
na, el virus es va estendre sense limits i sense
necessitat de canviar, fet que es va traduir en
una similaritat de seqiiéncia molt alta (99,9 %)
entre els virus detectats i caracteritzats per se-
qiienciaci6 arreu del mén (Rambaut et al.,
2020). A mesura que el virus s’ha anat distri-
buint mundialment i la pandemia ha anat pro-
gressant, amb una incidéncia elevada degut a
la seva gran capacitat per a la transmissié de
persona a persona, el virus ha anat canviant,
de manera que hem pogut observar cocircula-
ci6 de diferents variants, tot i que només unes
poques s’han seleccionat, segurament pel fet de
presentar un avantatge biologic. Aquest avan-
tatge biologic pot entendre’s com una capaci-
tat més gran de transmissio o d’infeccié en una
poblacié cada vegada més immunitzada, so-
bretot si parlem dels paisos rics, que, a hores
d’ara, presenten taxes elevades de cobertura
vacunal. En la majoria de pandémies previes,
en les quals no es tenien recursos sanitaris, de
diagnostic ni de control (Rodriguez-Frias et
al., 2021a), sobserva que, a mesura que avanga
la pandémia, es van seleccionant noves va-
riants més transmissibles perd menys agressi-
ves i el virus pot esdevenir un virus endémic i
estacional en el cas de virus respiratoris i ente-
rics. Una variant que causi una malaltia greu es
detecta més rapidament, fet que permet adop-
tar mesures d’aillament per al pacient i evitar,
aixi, que infecti altres persones. Contraria-
ment, un virus silencids, és a dir, una variant
que causi una infeccié asimptomatica, no és
detectat perque els malalts no necessiten aten-
cié sanitaria i, per tant, els infectats poden
transmetre el virus sense ser-ne conscients,
cosa que en facilita I'expansid i dona més pro-
babilitats al virus de persistir en la poblacié i
seguir canviant.

Els virus tenen una capacitat elevada de
generar variabilitat, pero també és cert que te-
nen constrenyiments, és a dir, limitacions en la
variacid sense perdre capacitat de transmissio
o d’infeccid. La seqiienciacié massiva o NGS
no sols ens permet detectar mutacions minori-
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taries, sind també les regions genomiques més
conservades. En el cas del SARS-CoV-2, si
som capacos d’identificar quins sén aquests li-
mits que té el virus per a variar, quines son les
proteines més sensibles a aquests canvis alea-
toris (regions del genoma més conservades)
i quines so6n les mutacions que li donen un
avantatge selectiu, podrem desenvolupar eines
de vacunacid i tractament eficaces que puguin
veure’s menys compromeses en el cas de virus
capagos de generar variants d’escapament, i
que ens permetran a mitja termini arribar al
control de la pandémia. Aquesta informacié
de variabilitat i evolucié de seqii¢éncia comple-
ta del genoma viral i de diversitat només la pot
aportar 'NGS.

De totes maneres, hem d’ésser conscients
que el virus s’esta transmetent a escala mun-
dial, i que les variants estan emergint arreu,
pero les capacitats de seqiienciacio no son les
mateixes a tots els continents. Cal reforgar
aquestes capacitats de seqiienciacio a tots els
paisos per a detectar-ne variants noves, que,
tot i tenir un origen llunya, tard o d’hora ens
poden arribar i ser causa de problemes al nos-
tre territori. Aixi ha passat amb la variant delta
(amb origen a I'India) i dmicron (amb origen a
Sud-africa i Botswana).

2. Origen i evolucio de les variants
del SARS-CoV-2 a Catalunya

2.1. Variants dominants de la primera

a la sisena onada pandémica

L’NGS del genoma complet del virus ha estat
clau per a fer la seqiienciacié completa del ge-
noma viral i aixi fer un seguiment setmana a
setmana de les variants del SARS-CoV-2 en
cocirculacié a partir de mostrejos aleatoris en-
tre els virus detectats, per a detectar possibles
variants que eren importades d’altres paisos, o
bé per a fer estudis selectius, especialment, dels
casos sospitosos de reinfeccié o fallades vacu-
nals (infeccions irruptives). En aquest sentit, a
Catalunya la variant predominant (figura 1)
durant la primera onada de la pandémia va ser
la B.1.5 (51 %), que va dominar des de marg
fins a maig de 2020, quan la variant B.1.1
(33 %) va augmentar significativament, coinci-
dint amb P’inici de la desescalada. Aquest vi-
rus, junt amb altres virus pertanyents també al
clade G de GISAID, es caracteritzaven per ser
portadors de la mutacié D614G (canvi de I'aa
acid aspartic/D per Glicina/G a la posici6 614)
alespicula, la qual n’afavoreix la transmissibi-
litat (Korber et al., 2020) i es va fixar en el ge-
noma viral, que encara és present en la majoria
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4 Figura 1. Distribucié setmana a setmana dels llinatges des de mar¢ de 2020. S’han encerclat els llinatges (variants) predominants en cada onada pandemica.
Els valors numérics indiquen el nombre de casos positius (incidéncia) atesos a I'atencié primaria de la ciutat de Barcelona més els ingressats a I'hospital (planta i

UCI. Elaboracié propia.
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de virus en circulacié actualment. No obstant
aixo, el final del confinament i la flexibilitzacid
de la mobilitat i I'organitzacié de les activitats
d’estiu van coincidir amb la detecci6 de la va-
riant B.1.177, que primer es va detectar a Casp
(Saragossa), Alcanyis (Terol) i en una localitat
holandesa el juny de 2020, i que va ser escam-
pada pels temporers d’Osca i Lleida (Lopez et
al., 2021). Més tard, els anglesos la van anome-
nar variant de les vacances, ja que va esdevenir
predominant durant tota la segona onada fins
a finals de 2020 a mig Europa (Alm et al., 2020;
Hodcroft et al., 2021). Aquesta variant tenia
com a mutacioé principal la substitucié de
I'aminoacid alanina per valina a la posici6 222
(A222V) de la proteina de I'espicula.

El 14 de desembre de 2020, el Regne Unit
va declarar 'augment d’incidéncia d’'una nova
variant a I'est i al sud-est d’Anglaterraial’area
metropolitana de Londres. Aquesta variant es
va caracteritzar per tenir vint-i-tres mutacions
diferents, vuit de les quals en el gen de 'espicu-
la. De les vint-i-tres mutacions, catorze donen
lloc a canvi d’aminoacid (mutacions no sino-
nimes), tres delecions (del) i sis mutacions si-
nonimes (no canvia aminoacid). Les muta-
cions més importants a 'espicula, i que definien
aquesta variant, eren deleci6 H69-V70
(del69/70), delY144, N501Y, A570D, D614G,
P681H, T716I, S982A i D1118H. Aquesta va-
riant, pertanyent al llinatge PANGOLIN
B.1.1.7, a principis de 2021 va ser considerada
per I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS)
variant de preocupacié (VOC-202012/01),
anomenada alfa, i a Catalunya i a la resta de
paisos va substituir progressivament els virus
pertanyents al llinatge B.1.177, que s’havia de-
tectat a Europa amb la mutacié A222V (Hod-
croft et al., 2021), de manera que es va conver-
tir en dominant durant el final de la tercera
onada (55 %). A principis de la quarta onada
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pandeémica la seva prevalenca ja era del 86 %
(figura 1).

La seleccio de noves variants amb més
capacitat de replicacio i transmissié (més fit-
ness biologic) pot haver sorgit de manera inde-
pendent en diferents parts del mén i per dife-
rents mecanismes, encara que a vegades hi pot
haver semblanga entre elles. Una de les va-
riants que ha tingut més impacte i que ha des-
placat completament la variant alfa és la va-
riant delta, pertanyent al llinatge B.1.617.2,
que es va detectar per primer cop a 'India, i que
va ser considerada VOC el 31 de maig de 2021.
Aquesta variant estava definida per les muta-
cions T19R, E156G, delF157/R158, L452R,
T478K, D614G, P681R i D950N a I'espicula, a
més de multiples canvis distribuits en el seu
genoma. Tal com va passar abans, aquesta va-
riant va entrar a la nostra poblaci6 substituint
completament les altres variants fins a arribar
a estar present en el 100 % de les mostres se-
qiienciades (Andrés et al., 2022) i dominant
completament la cinquena onada, pero va ser
desplagada per la variant Omicron a mitjan de-
sembre de 2021, a partir del comencament de
la sisena onada, de la qual és, en gran manera,
responsable. A mesura que s’ha anat distri-
buint arreu del moén, fins a finals de 2021,
aquesta variant delta s’ha anat diferenciant en
més de 200 llinatges i subllinatges designats
com a AY, adquirint noves mutacions i dele-
cions, no només a I'espicula, sin6 també a al-
tres gens del virus (Shu i McCauley, 2017).

2.2. Omicron

El 9 de novembre de 2021 es va confirmar el
primer cas d’una variant que, més tard, es va
classificar com a pertanyent al llinatge
B.1.1.529 en el Lancet Laboratories de Johan-
nesburg, Sud-africa. Aquesta variant va ser
batejada per 'OMS com a variant dmicron ien
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pocs dies va passar a ser considerada VOC pel
Centre Europeu de Prevencié i Control de
Malalties (European Centre for Disease Pre-
vention and Control, ECDC) (ECDC, 2022).
Encara que els primers casos van ser detectats
a Botswana i després a Sud-africa, els experts
suggereixen que la variant va sorgir cap a prin-
cipis d’octubre en algun lloc que es desconeix.
Per0 és interessant esmentar que es va obser-
var un fort augment de la carrega viral en ai-
giies residuals a I'area de Pretoria cap a finals
d’octubre o principis de novembre, i ja se sap
que I'analisi en aigties residuals és un bon in-
dicador predictiu i primerenc d’alerta (Carce-
reny et al., 2021; NICD, 2022). La variant omi-
cron ha estat la causa d’una nova onada
pandémica amb una elevada taxa d’incidencia,
primer als paisos del sud d’Africa i més tard a
tot el moén, encara que la poblacié hagués estat
préviament molt exposada a aquest virus i ha-
gués adquirit una bona immunitat natural, o
bé hagués adquirit aquesta immunitat per
campanyes de vacunaci6 massiva que han per-
mes arribar a taxes elevades de cobertura va-
cunal. Durant aquesta darrera onada, la va-
riant omicron ha estat capag de desplagar la
delta com a variant dominant, tal com la delta
va fer amb la variant alfa. Es evident que
aquesta variant presenta avantatges selectius
respecte a les altres. La seqiienciacid del seu
genoma complet ha permés identificar que
només en el gen de I'espicula, aquesta variant
té seixanta mutacions respecte de la de Wuhan
(ref. MN908947.3 GenBank), amb trenta subs-
titucions no sinonimes, tres delecions (del)
curtes i una inserci6 (ins): A67V, DEL69-70,
T951, G142D, del143-145, del211-212, in-
s214EPE, G339D, S371L, S373P, S375F,
K417N, N440K, G446S, S477N, T478K,
E484A, Q493K, G496S, Q498R, N501Y,
Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K,



P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H,
N969K, L981F. Algunes d’aquestes mutacions
estan relacionades amb I'increment de la
transmissibilitat per 'augment d’unié del vi-
rus al receptor ACE2 i/o per 'escapament a la
resposta immunitaria; moltes d’aquestes mu-
tacions, a més, han estat observades de mane-
ra individual en altres variants (Zahradnik et
al., 2021). Per exemple, aquesta variant és
portadora de les mutacions S477N, E484A,
Q498R i N501Y (aquesta ultima comuna en-
tre les variants alfa, beta i gamma), mutacions
clau del domini d’uni6 al receptor (RBD, de
I'anglés receptor binding domain) per a unir-
se a ACE2. També conté mutacions de 'espi-
cula observades en altres variants com la
del69-70 (escapament a resposta immunitaria
detectada en alfa), del143-145 (delta), K417N
(beta), T478K (delta), H655Y (gamma),
N679K (gamma) o P681H (alfa en el lloc de
tall de la Furina). A més, aquesta variant pre-
senta altres canvis en diferents regions geno-
miques (Kim et al., 2020): K38R, V10691,
del1265, L1266 i A1892T en la proteina no
estructural 3 (nsp3); T492I en nsp4; P132H en
nsp5; del105-107 i A189V en nsp6; P323L
en nps12; 142V en nspl4; aixi com T9I en la
proteina estructural (E); D3G, QI9E i A63T
en la proteina M; P13L, del31-33, R203K i
G204R en la proteina N.

El que hom espera, per experiéncia d’altres
pandémies, és que el virus evolucioni cap a va-
riants més transmissibles perd més silencioses
i esdevingui un virus estacional com els coro-
navirus estacionals (OC43, NL63, HKU1 o
229E). I és per aquesta evasié immunologica
que, de fet, la majoria de les hospitalitzacions i
morts s’estan donant en pacients no vacunats,
i s’ha observat un increment de les infeccions
en persones amb vacunacié completa (infec-
cions irruptives o breakthough infections), en-
cara que sense evolucionar a malaltia greu. Es
ben sabut que les vacunes contra els virus res-
piratoris, com en el cas del virus de la grip, no
protegeixen de la infeccid, pero si de la malal-
tia greu i I’hospitalitzacié per complicacions
cliniques. Cal esmentar que, degut al gran
nombre de mutacions a la proteina de I'espicu-
la, la majoria dels anticossos monoclonals per
al tractament de la malaltia en els primers esta-
dis de la infeccié no serveixen ja per a 0micron
perque aquests virus han demostrat in vitro
ser-hi resistents (Chen et al., 2022).

L’aparici6 sobtada d’0micron ha obert les
portes a especular sobre el seu origen, i s’han
proposat diverses opcions del que hauria po-
gut passar:
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1. D’una manera similar a com es va sug-
gerir per a la variant alfa (B.1.1.7) (Haseltine,
2021), aquestes variants amb gran nombre de
mutacions podrien tenir 'origen en pacients
amb una resposta immunitaria compromesa
(immunosuprimits). En aquests pacients, la
infeccio pot passar a ser una infecci6 de llarga
durada, ja que son pacients que pateixen algun
tipus d’immunosupressio, de manera que la
seva resposta immunitaria no és prou efectiva
per a eliminar el virus. Quan aixo passa, el vi-
rus pot continuar infectant i replicant-se, pro-
duint noves particules virals i acumulant mu-
tacions (indels, mutacions puntuals...) durant
el procés de replicacié viral, normalment sota
la pressio selectiva d’un tractament amb acti-
vitat antiviral que pot, a més a més, condicio-
nar 'emergencia de variants amb cert grau de
resisténcia. Per exemple, si apareix una muta-
ci6 que li permeti escapar a un tractament en
curs amb anticossos monoclonals o d’un anti-
viral, especialment en monoterapia, aquest
mutant pot ser seleccionat i el virus pot adqui-
rir resisténcia.

Per qué hi ha sospites que omicron hauria
pogut sorgir al sud de Africa? A Sud-africa
trobem un ambient propici a la selecci6 de no-
ves variants. Per una banda, tenim una alta
taxa d’incidencia de noves infeccions, i per
Paltra, una poblacié amb taxes d’'immunosu-
pressio molt altes degudes a la prevalenga ele-
vada de la infeccié per VIH (KFF, 2021;
UNAIDS, 2022); son pacients amb una respos-
ta immunitaria feble, i aixo fa factible la selec-
cié de noves variants en aquest escenari, tal
com hem esmentat anteriorment.

2. Una altra hipotesi és que Omicron hagi
aparegut en un pais on no es faci un seguiment
de les variants, i des d’alla s’hagi transmes de
manera silenciosa i hagi arribat a Sud-africa i
d’aqui a la resta del mon. En aquest sentit, la
seqiienciacio a tot el continent africa és molt
inferior a la que es duu a terme a paisos desen-
volupats i les variants intermedies d’0micron
haurien pogut passar desapercebudes. De totes
maneres, no hi ha encara una explicaci6 per a
saber per qué no s’han detectat variants inter-
medies prévies a omicron. Caldria, a més, que
en aquesta regié on podria haver sorgit I'omi-
cron el virus estigués sotmes a una pressio se-
lectiva i a infeccions persistents.

3. També hauria pogut ser per zoonosi re-
versa (transmissié d’huma a animal i tornada a
huma). Hi ha consens en la comunitat cientifi-
ca de 'origen zoonotic del SARS-CoV-2 (An-
dersen et al., 2020; Calisher et al., 2021; World
Health Organization, 2021; Zhou et al., 2020;
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Wacharapluesadee et al., 2021). Es proposa
que l'origen devia ser en un virus de ratpenat
(el més proper fins ara és el del RaTG13), des
del qual va passar a un hoste intermediari, on
va evolucionar a partir de multiples salts des de
'animal salvatge fins a ’huma (zoonosi) i vice-
versa (zooantroponosi), fins que va apareixer
el SARS-CoV-2 (Sikkema i Koopmans, 2021;
Jia et al., 2021). La seqiienciacié massiva va ser
essencial per a demostrar que els brots del
SARS-CoV-2 ales granges de visons de Dina-
marca i dels Paisos Baixos van ser causats per
humans, que el virus va poder evolucionar
per a adaptar-se a infectar de manera eficient
els visons, i de nou va reinfectar els humans ja
lleugerament evolucionat. Tot i que s’ha de-
mostrat transmissié d’home a animals salvat-
ges com lleons en els zologics, i també en 'am-
bit domestic, com ara en gossos i gats, aquestes
infeccions han dut a punts i final, és a dir, no
s’ha pogut tragar que des d’aquests animals in-
fectats el virus infectés altres animals o tornés
als humans, i per tant, fins ara, no hi ha proves
d’una transmissio eficient en aquests animals.
Per tant, ara per ara, amb les variants actuals, es
descarta que aquests animals tinguin un paper
destacat en la pandémia. De totes maneres, cal
ser prudents i evitar la infeccié massiva d’ani-
mals per a no facilitar 'adaptacié viral a aquests
nous hostes, cosa que afavoriria 'emergéncia
de variants amb efectes impredictibles (Jia et
al., 2021). Aquesta hipotesi, que explicaria
lorigen de la variant Omicron, té algunes con-
sideracions que la posen en dubte i calen més
dades per a demostrar-la. Els nostres estudis
(Andrés et al., 2020) demostren que el virus ha
patit un procés d’adaptacié a ’huma a mesura
que ha infectat la poblacid. Les variants de
preocupacio alfa, beta i delta presenten fre-
qiiencies de delecions que generen virus defec-
tius més baixes que les variants a l'inici de la
pandémia B.1.5, B.1.1 0 B.1.177, la qual cosa
pot anar acompanyada de carregues virals més
elevades (observat en la variant delta) i, en con-
seqiiéncia, suposar un dany tissular més im-
portant en el tracte respiratori (Tegally et al.,
2020 i 2021; Campbell et al., 2021). Un virus
que s’esta adaptant a ’huma augmenta la seva
capacitat de replicaci6 i transmissié (també
anomenada fitness), que va unida a la seva efi-
ciéncia de transmissio. El salt a una altra espé-
cie animal suposa un canvi d’ambient, i el virus
ha de readaptar-se a les noves condicions, la
qual cosa té un cost de fitness (Domingo, 2016).
Perque el virus s’adapti, necessita un cert temps
per a adquirir mutacions que li permetran ser
millor en el nou hostatger a costa de perdre fit-
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ness en 'hostatger original (’huma). Sila hipo-
tesi d’origen animal d’omicron fos certa, cal-
dria temps per a explicar-la, la qual cosa
implicaria que el virus s’hauria adaptat tempo-
ralment a infectar un hoste no humaique en el
moment de tornar a infectar '’huma aquesta
nova variant hauria necessitat temps per a re-
cuperar fitness per a arribar a tenir 'avantatge
selectiu respecte de la variant delta i la resta de
variants. De fet, els estudis epidemiologics i fi-
logenetics mostren més semblanga d’omicron
amb variants de mitjan 2020 que respecte d’al-
fa, beta o delta.

Ara per ara, la discussi6 sobre 'origen
d’0micron esta oberta i no es pot descartar cap
de les tres possibilitats, ni tampoc cap que re-
sulti de la seva combinacio.

3. Que és I'NGS i qué hem apres

de la pandémia del SARS-CoV-2?
La técnica de seqiienciacié de nova generaci6 o
NGS consisteix en la seqiienciacié de milions
de fragments de DNA en una mateixa carre-
ra de seqiienciacio. Altres maneres d’anomenar
aquesta metodologia son seqiienciacié massi-
va, seqiienciacié profunda, seqiienciacié mas-
siva en parallel i seqiienciacié d’alt rendiment,
entre d’altres, totes igualment valides. La sigla
NGS (next generation sequencing) es va em-
prar per primer cop I'any 2000 i encara és ac-
ceptada com a oposicié a la metodologia de
seqilenciacio classica coneguda com a seqiien-
ciacié de Sanger, basada en una reacci6 quimi-
ca de sintesi i I'ts de dideoxinucleotids trifos-
fat (AdNTP) com a terminadors de la reaccid
de copia d'un DNA i lectura per electroforesi
capillar. Amb la metodologia de seqiienciaci6
de Sanger, obtenim una sola seqiiéncia per ca-
pillar i, per tant, si tenim una barreja de geno-
mes virals en la mostra que hem d’estudiar, la
seqiiéncia que obtindrem sera la seqiiéncia
consens, és a dir, que a cada posicié de nu-
cleotids veurem el nucleotid o nucleotids més
representats, pero que no és fidel a tota la di-
versitat genetica present en la mostra. Per
tant, no es podran observar totes les variants
alleliques que hi son presents, especialment
les minoritaries. De fet, llegint els pics de
Ielectroferograma d’una carrera (run) de se-
qiienciaci6 de Sanger, si que es poden intuir
mutacions, perd només les presents per sobre
d’un 20 %. En canvi, a més de permetre incre-
mentar el rendiment dels processos de se-
qilenciacio, per a estudiar genomes complets i
per a un gran nombre de mostres, 'NGS per-
met identificar i quantificar genomes virals
individuals en una barreja complexa, ja sigui
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estudiant el fragment d’'un genoma en pro-
funditat o inclus el genoma sencer per assem-
blatge de les seqiiéncies que resulten d’aquest
procés.

Aixi, 'NGS s’ha convertit en una eina clau
per a la identificaci6 i caracteritzaci6 rapides
de nous agents virals. La detecci6 rapida d’'un
agent infecciés permet implementar mesures
de control en el moment que hi ha pocs casos, de
manera que augmenta I’efectivitat de les ac-
cions quan es produeixen brots o 'emergen-
cia de nous virus. Qualsevol endarreriment en
la identificaci6 o la no identificacié d’un pato-
gen suposa una reduccié de 'eficacia de la
resposta. En el cas de la pandémia del SARS-
CoV-2, ’NGS va permetre seqiienciar en po-
ques setmanes el genoma complet d’aquest
nou virus dels primers casos diagnosticats a
finals de desembre de 2019; la seqiiencia ge-
neética va estar disponible publicament al banc
de dades del Centre Nacional per a la Infor-
macid Biotecnologica (NCBI) el 17 de gener
de 2020 (MN908947.3). Disposar d’aquesta
seqiiéncia va permetre un gran aveng en la llui-
ta contra la pandemia.

La seqiienciacié del SARS-CoV-2 ha aju-
dat a caracteritzar les regions clau del genoma
viral per a:

a) Desenvolupar vacunes altament efecti-
ves basades en plataformes ' mRNA/DNA en
un temps record de sis mesos (World Health
Organization, 2021). Cal destacar que es van
trigar trenta-quatre anys (1954-1988) per a
desenvolupar una vacuna per a la varicella,
quinze per al virus del papilloma huma (1991-
2006), nou per al xarampio (1954-1963), set
per a la primera vacuna de la poliomielitis
(1948-1955) i quatre per a les galteres (1963-
1967).

b) Desenvolupar solucions diagnostiques
qualitatives i quantitatives basades en PCR per
a confirmar la preséncia o abséncia del virus
en mostres respiratories i no respiratories
(Chan et al., 2020; Corman et al., 2020).

¢) Detectar mutacions rellevants associa-
des a un escapament a la resposta immunitaria
adquirida per la vacunaci6 o infecci6 natural,
resistencia als antivirals o als tractaments ba-
sats en anticossos monoclonals o plasma con-
valescent (Ruiz-Rodriguez et al., 2021).

d) Estudiar la composicié de les quasiespe-
cies presents en els teixits d’un pacient (Pifiana
etal.,2021).

e) Fer el seguiment de I'evoluci6 natural
del virus per a identificar la circulacié de noves
variants i associar-ne la prevalenca a la situa-
ci6 epidemiologica del moment. A més, ha
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permes seqilenciar milions de genomes i com-
partir-los a la plataforma GISAID (Global Ini-
tiative on Sharing All Influenza Data) (Elbe i
Buckland-Merrett, 2017; Shu i McCauley,
2017; John Hopkins University [JHU], 2022),
que ha servit com a font de dades per a altres
webs que permetien visualitzar-ne 'evolucié i
la distribucié:

— Nextstrain: https://nextstrain.org/ncov/
gisaid/global,

— Outbrak.info: https://virological.org/
t/outbreak-info-sars-cov-2-mutation-situation
-reports/629;

— CoV-lineages: https://cov-lineages.org/
lineage_list.html.

Tot el monitoratge de variants, llinatges i
subllinatges en circulaci6 es duu a terme prin-
cipalment mitjangant la seqiienciacié de geno-
ma complet, tasca clau per al seguiment de
Pevolucié de la pandémia i la presa de deci-
sions per les institucions de salut publica.

f) Estudiar com canvia genéticament el vi-
rus al llarg del temps, quines mutacions poden
anar associades a una transmissibilitat i/o gra-
vetat més elevades, 'origen de les noves va-
riants, la seva ruta i/o eficacia de transmissio, i
dur a terme estudis de les reinfeccions, dels es-
capaments vacunals i de la infeccié persistent
(Hodcroft et al., 2021; Ruiz-Rodriguez et al.,
2021; Andrés et al., 2022).

4. Us de I'NGS per a identificar

i caracteritzar virus/patogens
emergents, reemergents o nous

Es poden seguir diferents estratégies metodo-
logiques per a la seqiienciacié de genomes vi-
rals, depenent de si en som o no coneixedors
del genoma (encebadors a Iatzar o random
primers en angles), o bé si disposem d’un mi-
nim d’informacié (enriquiment per amplicons
o panells de captura). Aquestes estrategies es-
tan esquematitzades en la figura 2.

4.1. Sequenciacié de genoma complet
emprant encebadors a l'atzar

Pel que fa a la seqiienciaci6é de genoma com-
plet (WGS, de I'angles whole-genome sequenc-
ing), els encebadors a I'atzar (o random primers)
més emprats son els que tenen sis nucleotids
de llargaria (hexamers), de cadena simple i in-
clouen totes les possibles combinacions de les
quatre bases nucleotidiques (A, C, Ti G), de
manera que s’obté una barreja de 4.096 (4°)
hexamers diferents. Com que tots els hexa-
mers possibles estan presents, es poden unir a
qualsevol fragment d’'RNA o DNA i actuar
com a iniciadors de copia del material geno-


https://nextstrain.org/ncov/gisaid/global
https://nextstrain.org/ncov/gisaid/global
https://virological.org/t/outbreak-info-sars-cov-2-mutation-situation-reports/629
https://virological.org/t/outbreak-info-sars-cov-2-mutation-situation-reports/629
https://virological.org/t/outbreak-info-sars-cov-2-mutation-situation-reports/629
https://cov-lineages.org/lineage_list.html
https://cov-lineages.org/lineage_list.html

Variabilitat i seqlienciacié massiva de virus. El SARS-CoV-2 com a exemple

MOSTRA

Reduir contaminants (acids
nucleics, bacteris, RNA, DNA...)

Panells de captura

N oo ponas

Plataforma d’NGS
(Hllumina - Nanopore)

Solucions bioinformatiques. Pipelines d’analisi:

1. Estudis de variabilitat
2. Filogenia molecular
3. Identificar mutacions i regions altament
conservades
4. Desenvolupar tests diagnostics

$

[ Generar un INFORME final ]

D R A I R I I T T R I I I R I I I I T T A A

4 Figura 2. Esquema general de les metodologies per a la seqiienciacié de genomes virals. Elaboracié
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mic i permetre’n 'amplificacié i seqiienciacié
posterior.
Avantatges:

— No cal tenir informacié del genoma.

— Permet identificar tots els patogens de
qualsevol mostra (plasma, sérum, femtes, ai-
glies residuals, etc.), cosa que permet fer estu-
dis metagenomics.

— El cost dels encebadors per copia i am-
plificacié és molt baix.

Desavantatges:

— Els genomes minoritaris sempre que-
den infrarepresentats i moltes vegades no es
detecten; per tant, és una tecnica que té una
baixa sensibilitat.

— Cal tenir una quantitat elevada del ma-
terial genomic de I'agent que volem detectar,
ja que la proporcié de seqiiencies de I'agent vi-
ral infeccids que volem detectar sempre és
molt inferior.

— El material genomic de 'hostatger o de
microorganismes presents és, de fet, un conta-
minant, i la seva preséncia, a més de reduir
Peficiencia de la seqiienciacio, suposa també
un cost computacional. Una possible solucié
és dur a terme métodes d’enriquiment, que en-

careixen el cost de la técnica (Fernandez-Cassi
etal., 2018; Chrzastek et al., 2017).

4.2. Captura de sequeéencies,
recuperacio de fragments i NGS

Un metode d’enriquiment del patogen que
hom vol seqiienciar es basa en I'is de panells
de captura i consisteix a emprar petites sondes
complementaries al genoma de I’agent pato-
gen.

Avantatges:

— Podem enriquir el genoma de 'agent
patogen en una barreja complexa de genomes.

— La seqiienciaci6 del genoma complet té
un cost baix perque no cal una gran profundi-
tat de seqilenciacio per a obtenir les seqiiéncies
del virus que podrem assemblar per a la seva
detecci6 i caracteritzacio.

— Les variants minoritaries es preserven i
permeten obtenir una imatge més fidel de la
variabilitat de la mostra.

Desavantatges:

— Per adissenyar les sondes de captura cal
coneixer la seqiiencia del microorganisme.

— No permet seqiienciar nous patogens,
pero si patogens molt relacionats genética-
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ment en compartir regions altament conserva-
des.

— Requereix gran expertesa en la prepa-
racié de la mostra com a pas previ a la seqiien-
ciacié.

— Es molt dependent de la profunditat de
seqiienciacio.

4.3. Us d'amplicons

Consisteix en el disseny d’encebadors especi-
fics que permetin amplificar un segment del
genoma (targeted sequencing), o tot el genoma
complet (WGS) emprant encebadors de frag-
ments encavalcats. Aquesta estratégia ha estat
la més emprada en el nostre laboratori (Gre-
gori et al., 2014; Quer et al., 2015; Rodriguez-
Frias et al., 2017; Chen et al., 2020) i el metode
escollit per a la seqiienciaci6 del SARS-CoV-2
amb la metodologia ARTIC (Quick, 2020).
Avantatges:

— Es el meétode més sensible i el que ofe-
reix més confianga per a estudis de variabilitat.

— Permet amplificar especificament un
agent infecciés enmig d’una barreja complexa
de genomes minimitzant I'efecte del fons
(background).

— Permet obtenir una bona cobertura del
genoma (coverage), inclis a baixes concentra-
cions del patogen en la barreja.

— Permet detectar variants presents a
molt baixa freqiiéncia.

Desavantatges:

— Cal coneixer la seqiiéncia del microor-
ganisme que volem detectar i dissenyar-ne els
encebadors especifics.

— Es un métode laborids.

— Es altament dependent de la qualitat
dels encebadors, de la seva especificitat. Hi
pot haver canvis en la regié de 'encebador,
per exemple, per deriva genetica natural del
virus, que poden crear un biaix en I'amplifica-
cié i seqiienciacio, o inclds fer que no sigui
possible.

— Cal emprar un nombre gran de cicles
d’amplificacid i, per tant, cal tenir en compte
que poden aparéixer mutacions artefactuals
generades en aquest procés de laboratori.

La seqiienciacié massiva és, doncs, una de
les eines més poderoses que tenim per a la
identificacié i caracteritzacié genética de virus
emergents, reemergents o nous. El risc de no-
ves pandémies existeix, ila historia ens demos-
tra que 'amenaca és real. En aquesta cursa, els
virus, amb la seva enorme capacitat de generar
variabilitat, ens porten un gran avantatge. En-
front d’aix0, la tecnologia actual no permet
preveure ni quan ni com apareixera la propera
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pandemia. El que si que podem fer és estar
cada cop més ben preparats, i una de les eines
clau que tenim és 'NGS. Cal crear xarxes de
vigilancia interconnectades, reforgar els cen-
tres de seqiienciacié actualment en actiu
creant nous nodes i millorar les metodologies
de seqiienciacié on encara hi ha recorregut per
fer. L’eficacia en la resposta a una pandémia és
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