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RESUMEN

Introduccion: el SARS-COV-2 es una infeccion virica que
deriva en una respuesta inflamatoria secundaria a la liberacion de
citoquinas provocando, en ocasiones, casos graves con necesidad
de soporte ventilatorio. El virus, a medida que se va replicando,
acumula una serie de variaciones gendmicas. Estas poblaciones
viricas, en continuo cambio, se denominan cuasiespecies, y estan
relacionadas con una tasa de mutacion elevada, permitiendo la
adaptacion a los sistemas defensivos del huésped. El objetivo de
este estudio es conocer si existen adaptaciones gendmicas en el
SARS-CoV-2 asociadas a la necesidad de ventilacion mecénica no
invasiva (VMNI).

Métodos: el estudio con 42 pacientes con SARS-COV-2 a través
de exudado nasofaringeo en el Hospital Regional Universitario de
Mélaga. Los pacientes se agruparon por edad y necesidad de VMNI.
Se estudiaron las cuasiespecies y un estudio filogenético para
dilucidar la cercania entre ellas.

Resultados: de los 42 pacientes, 10 necesitaron VMNI y
fallecieron 16 (7 de ellos con necesidad de VMNI). Se han observado
que dos de los pacientes (2 VMNI 'y r28 NO VMNI) presentaban un
elevado nimero variaciones. Ademas, las frecuencias de variaciones
gendmicas mostradas por el grupo NO VMNI eran mayores que a las
del grupo de VMNI, sin Ilegar a ser estadisticamente significativo (p
>0,05). En el andlisis filogenético pudimos observar 4 ramas, donde
una de ellas aglutinaba la mayoria de las infecciones.

Conclusion: nuestro estudio muestra como el virus modifica
su secuencia a lo largo del tiempo sin llegar a existir una correlacion
significativa con la VMNI.
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INTRODUCCION

El Coronavirus tipo 2 causante del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) infecta
mayoritariamente a las células de las vias respiratorias
superiores y al tejido pulmonar, principalmente a las
células epiteliales pulmonares alveolares tipo 2, a través
de la unién de una proteina de su superficie, la proteina
S, al receptor angitotensina 2 (ACE-2). Esta unién esta
mediada por la proteasa celular TMRPSS2', receptor que
también esta presente en células de otros 6rganos como:
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COMPARATIVE GENOMIC STUDY OF SARS-COV-2 ACCORDING
TO THE NEED FOR NON-INVASIVE MECHANICAL VENTILATION
(NIV) AT THE REGIONAL HOSPITAL OF MALAGA

ABSTRACT

Introduction: SARS-COV-2 is a viral infection that results in
an inflammatory response secondary to the release of cytokines,
sometimes causing severe cases with the need for ventilatory
support. The virus, as it replicates, accumulates a series of genomic
variations. These viral populations, in continuous change, are called
quasi-species, and are related to a high mutation rate, allowing
adaptation to the host’s defensive systems. The objective of this
study is to know if there are genomic adaptations in SARS-CoV-2
associated with the need for non-invasive mechanical ventilation
(NIMV).

Methods: the study with 42 patients with SARS-COV-2 through
nasopharyngeal exudate at the Regional University Hospital of
Malaga. Patients were grouped by age and need for NIV. The quasi-
species and a phylogenetic study were studied to elucidate the
closeness between them.

Results: of the 42 patients, 10 required NIV and 16 patients died
(7 of them requiring NIV). It was observed that two of the patients
(r2 NIV and r28 NON-NIV) presented a high number of variations.
Furthermore, the frequencies of genomic variations shown by the
NON-NIV group were higher than those of the NIV group, without
being statistically significant (p>0.05). In the phylogenetic analysis
we were able to observe 4 branches, where one of them brought
together the majority of infections.

Conclusion: our study shows how the virus modifies its
sequence over time without a significant correlation with NIMV.

Keywords: SARS-C0V-2, quasi-species, phylogenetic study.

el corazén, rindn, vejiga y érganos del sistema digestivo.

El bloqueo de la proteina ACE-2 por la infeccion
provoca un desequilibrio en el sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), desencadenandose
la produccién de péptidos con efecto proinflamatorios
que, unido a la activacién del sistema inmune innato,
son los responsables de provocar el sindrome de
liberacién de citoquinas, la cual causa un grave dafo a
nivel respiratorio, llegando a producirse la muerte?. Esta
enzima ACE-2 se encuentra también en otras especies
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animales, exceptuando ratas y ratones?, lo que justificaria
primero el contagio del vector animal al humano, proceso
conocido como zoonosis, y posteriormente la transmisién
de humano a humano*.

Por lo tanto, la repuesta ante la infeccién por SARS-
CoV-2 es dependiente tanto de la presencia de receptores
ACE-2 en los tipos celulares, como de la respuesta de la
inmunidad innata puesta en marcha por el huésped.
Al tratarse de un virus, este proceso esta ligado a las
respuestas del interferdn tipo 1 (IFN-1), que al activarlo
limita la replicacion viral, promueve la fagocitosis por
macréfagos e induce la respuesta inmune adaptativa,
activando los linfocitos T. Cuando los macréfagos se
infectan, se produce una presentacion de antigenos a los
linfocitos T que conduce a su activacién y diferenciacion®.
Un hecho relevante de esta patologia es que la gran
mayoria de los pacientes que padecen la COVID-19, y
requieren ingreso hospitalario, presentan linfopenia en
el hemograma*, que puede ser debido a la migracién de
linfocito T al pulmén. Su descenso relativo se ha postulado
como marcador indirecto de inflamacién pulmonars, ya
gue, sumado a una migracién de macréfagoy de linfocitos
T, produce un dafio intersticial pulmonar originando el
SDRA. Su traduccion clinica mas relavante es la hipoxemia
por afectacion del intercambio gaseoso.

La mayoria de los personas con COVID-19 desarrollan
una enfermedad leve (rinorrea, odinofagia, tos,...), sin
embargo un 15% deriva hacia una enfermedad moderada
con necesidad de oxigenoterapia; mientras que un 5%
presentan una enfermedad grave, con el desarrollo de
complicaciones como el sindrome del distrés respiratorio
deladulto,shocksépticoofallomultiorganico, necesitando
ingreso hospitalario, tratamiento farmacolégico, e incluso
soporte ventilatorio.

En relacion a los casos severos, un 33,8% de los
pacientes ingresados en Espafa desarrollaron un
sindrome de distrés respiratorio del adulto, caracterizado
por una hipoxemia con necesidad de soporte
ventilatorio’. Inicialmente, la mayoria de estos pacientes
no presentaban sensacién disnéica, a pesar de la
marcada hipoxemia, sin embargo, conforme avanzaba
la enfermedad pulmonar, y con la progresién del distrés
respiratorio en los pacientes graves, esta sensacion
disneica se ponia de manifiesto. Ello ha conllevado un
auténtico reto a nivel del tratamiento ventilatorio de estos
pacientes, con necesidad de terapia de alto flujo (TAF) o
en caso insuficiente, requerir ventilacién mecanica no
invasiva (VMNI) con una evolucién no favorable a pesar
de los avances en los tratamientos.

Variaciones gendémicas en el SARS-CoV-2. El rol de
las cuasiespecies: a medida que se ha propagado el
SARS-CoV-2 entre las poblaciones humanas, este ha ido
experimentado cambios en su material genético, dando
lugar a lo que conocemos como variantes gendmicas.
Estas variantes gendmicas consisten en mutacion
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puntuales en su genoma provocadas por la evolucién
natural de las poblaciones viricas. Estas mutaciones
pueden surgir por diversas razones, en el caso del SARS-
CoV-2, el virus muta a medida que se replica en el cuerpo
de una persona infectada, incorporando pequefas
modificaciones en su ARN. Estas mutaciones son una
parte natural del ciclo de vida del virus y, en su mayoria,
no tienen un impacto significativo en su comportamiento
o virulencia. Sin embargo, ocasionalmente, una de estas
mutaciones si puede conferir al virus una ventaja en
términos de transmisibilidad, gravedad de la enfermedad
y/o capacidad para evadir la respuesta inmunoldgica.
Cuando una mutacién particular se vuelve prominente y
persistente en una poblacién, da lugar a una variante del
virus original. En este contexto, es esencial llevar a cabo
un seguimiento continuo de las variantes gendmicas
del SARS-CoV-2 para comprender su comportamiento y
evolucién, y asi tomar las medidas efectivas para controlar
la propagacién de la enfermedad. Entre las variantes mas
relevantes hasta el momento destacan: la variante B.1.1.7
(Reino Unido), la variante B.1.351 (Sudafrica), la variante
P.1 (Brasil), la variante B.1.617 (India), la variante Delta
(B.1.617.2) y la variante Omicron (B.1.1.529)&.

El papel de las cuasiespecies: si nos adentramos en el
contexto de las variantes gendmicas del SARS-CoV-2, y su
relacién con la afecciéon respiratoria, debemos introducir
el concepto de cuasiespecies®, un término que explica
la diversidad genética y la evolucién de los virus. Las
cuasiespecies hacen referencia a la poblacién de virus
estrechamente relacionados de forma genética, que
coexisten en un huésped infectado; estan caracterizadas
por una alta tasa de mutacién y una diversidad genética
dindmica. Por lo tanto, en el caso del SARS-CoV-2, las
cuasiespecies representan la diversidad genética del
virus dentro de una persona infectada o una poblacion
en particular. Estas cuasiespecies surgen gracias a la
capacidad del virus de mutar rdpidamente y adaptarse
a entornos cambiantes, como pueden ser las respuestas
inmunes del huésped o las presiones selectivas de
tratamientos antivirales.

La presencia de cuasiespecies puede tener
importantes implicaciones para la transmisibilidad, la
virulenciay la respuesta a las intervenciones terapéuticas.
A medida que las cuasiespecies compiten entre si y se
adaptan a su entorno, algunas variantes pueden volverse
mas predominantes y dominantes. La comprensién de
las cuasiespecies del SARS-CoV-2 es crucial para evaluar
la dindmica de la infeccién viral y la progresiéon de la
enfermedad. La identificacién y el monitoreo de estas
cuasiespecies podrian ayudar a predecir la trayectoria de
la pandemia y/o informar del desarrollo de estrategias
de salud publica y terapias especificas con el objetivo de
controlar la propagacién del virus y mitigar su impacto en
la salud respiratoria de la poblacién?®.

El papel fundamental de las nuevas técnicas de
secuenciaciéon (Next Generation Sequencing, NGS): las
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técnicas de secuenciacién de préxima generacion (NGS)
se han vuelto una herramienta esencial en el estudio de las
poblaciones de cuasiespecies viricas. Esta técnica permite
secuenciar miles o incluso millones de fragmentos de
materiales genéticos simultdneamente, lo que brinda
una vision detallada de la diversidad genética presente
en una muestra. Esto es especialmente importante en
el contexto de las cuasiespecies del SARS-CoV-2, ya
que nos va a permitir identificar no solo las variantes
gendmicas mas prevalentes, sino también las variantes
gendmicas de virus que pueden estar presentes en una
persona infectada en tiempo real y que pueden terminar
derivando en la aparicién de nuevas variantes. Gracias a
los procesos de monitorizacién de la evolucidon genética
del SARS-CoV-2 se han establecido una serie de variantes
predominantes en las poblaciones infectadas (https:/
gisaid.org/), siendo la variante Delta (B.1.617.2) la que ha
tenido un mayor impacto, debido a su alta capacidad
de propagacién y gravedad de la COVID-19. La variante
Delta se ha caracterizado por una mayor capacidad de
transmision en comparacion con las variantes previas
del SARS-CoV-2. Esto significa que es mas infecciosa y
se propaga con mayor facilidad de persona a persona.
Esta rapida propagacion se ha traducido en una presiéon
significativa sobre los sistemas de atencién médica, lo que
a su vez ha tenido implicaciones directas en la afeccién
respiratoria de los pacientes. Se ha observado una gran
diversidad patolégica a lo largo del tiempo entre las
personas infectadas con SARS-CoV-2, teniendo un mayor
riesgo de desarrollar sintomas mas severos, lo que incluye
una mayor incidencia de hospitalizaciones y, en algunos
casos, un mayor riesgo de muerte. En este sentido,
es fundamental que los esfuerzos de investigacion y
vigilancia continlen para comprender mejor cdémo
las distinas variantes emergentes afectan la afeccidn
respiratoria y a la respuesta a la enfermedad. Por lo tanto,
en este trabajo nos proponemos explorar si las distintas
variantes identificadas en una poblaciéon de pacientes
ingresados en el Hospital Regional de Malaga, pueden
tener un impacto en la afeccién respiratoria asociada a
la necesidad de una ventilacibn mecénica no invasiva
(VMNI).

MATERIALY METODOS

Los datos utilizados para este andlisis proceden de
una cohorte de 42 pacientes diagnosticados de infecciéon
por SARS-COV-2 a través de exudados nasofaringeos en el
Hospital Regional Universitario de Malaga (HRUM), durante
el bienio 2020-2022, periodo en el cual se han identificado
distintas variantes predominantes de SARS-CoV-2. Todos
los pacientes del estudio necesitaron hospitalizacion
debido a su situacion clinica. A su vez, la cohorte se
clusterizé en dos subgrupos muestrales: (I) pacientes que
si precisaron ventilacion mecdanica no invasiva (VMNI)
y (Il) pacientes que no precisaron ventilacién mecanica
no invasiva (NO VMNI). Otras variables incorporadas al
estudio han sido la edad (descrita por rango) y proceso
final de exitus. En la TABLA 1 se recogen las principales
caracteristicas de cada muestra.
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Las referencias consenso reconstruidas a partir del
resultado de QuasiFlow fueron inspeccionadas utilizando
la base de datos de nucleétidos COVID del NCBI (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) mediante  BLASTnh, para
identificar la variante del SARS-CoV-2 correspondiente,
utilizando un filtro de identidad del 100 %. Del mismo
modo, la herramienta MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/
alignment/server/) se utiliz6 para construir un arbol
filogenético entre las distintas muestras utilizando
el método de Neighbor-Joining, ya que las distintas
cuasiespecies identificadas no tienen porqué evolucionar
a la misma velocidad.

Todas las muestras de exudados se secuenciaron
mediante técnicas de NGS por el protocolo ARTIC® en un
MiSeq, generando aproximadamente 200.000 lecturas
por muestra, lo que supone una coberturaminima de 600X
del genoma del virus. Los ficheros de la secuenciacion se
albergaron en la base de datos publica ENA (the European
Nucleotide Archive) con cédigo accesibles en la TABLA 1.
Las lecturas obtenidas se mapearon frente al genoma del
primer aislado virico secuenicado, aislado Wuhan-Hu-1
(NCBI Reference Sequence: NC 045512.2). Las distintas
cuasiespecies de SARS-CoV-2 contenidas en las muestras
infectadas fueron identificadas utilizando la herramienta
QuasiFlow [11], utilizando los parametros determandos
por defecto. QuasiFlow proporciona un andlisis
sensible, confiable y sélido de la variabilidad genética
compleja, incluidas mutaciones y recombinaciones de
baja frecuencia, utilizando un conjunto muy estricto de
herramientas bioinformaticas bien conocidas (FIGURA
1). En las variaciones genéticas virales identificadas se
evaluaron los indices de incidencia, la abundancia y
la diversidad, construyéndose ademds una secuencia
consenso de referencia gendémica del SARS-CoV-2 para
cada uno de los paciente.
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FIGURA 1: Representacidén conceptual del flujo de trabajo
QuasiFlow [11] para la cuantificacién de la variabilidad genética
mediante las lecturas de secuenciacién por NGS."

Las referencias consenso reconstruidas a partir del
resultado de QuasiFlow fueron inspeccionadas utilizando
la base de datos de nucledétidos COVID del NCBI (https:/
www.ncbi.nlm.nih.gov/) mediante  BLASTh, para
identificar la variante del SARS-CoV-2 correspondiente,
utilizando un filtro de identidad del 100 %. Del mismo
modo, la herramienta MAFFT (https:/mafft.cbrc.jp/
alignment/server/) se utiliz6 para construir un arbol
filogenético entre las distintas muestras utilizando
el método de Neighbor-Joining, ya que las distintas
cuasiespecies identificadas no tienen porqué evolucionar
a la misma velocidad.

RESULTADOS

Los 42 pacientes infectados con SARS-COV-2 se
subdividieron en dos grupos: 1) 10 pacientes con
necesidad de VMNI y 2) 32 pacientes sin necesidad
de VMNI. Ademas, como se observa en la TABLA 1, los
pacientes se dividieron por rango de edad: menores de 50
anos, entre 51y 70 afos, entre 71y 80 afos, y mayores de
80 anos. Como se puede observar en la TABLA 1, el grupo
menor de 50 afos estaba constituido por 8 pacientes
donde 2 precisaron VMNI y posteriormente fallecieron.
Entre los 50 - 70 afos estaba constituidos por 14 pacientes
donde ocurrié lo mismo que en el grupo anterior, en
cambio el grupo entre 70 - 80 afios estaba formado por
9 pacientes donde 5 precisaron VMNI falleciendo 6 ( 4 de
ellos con VMNI) y finalmente el grupo mayor de 80 afios
estaba formado por 11 pacientes donde solo uno precisé
VMNI falleciendo 6 (incluyendo el que necesité VMNI).

En el andlisis de cuasiespecies, se agruparon en los
subgrupos VMNI y NO VMNI. El andlisis de cuasiespecies
de SARS-CoV-2 de los exudados, aplicando Quasiflow,
identificé una serie de variaciones genéticas, recogidas
en la TABLA 2, que presentaban una alta frecuencia a lo
largo de toda la secuencia de SARS-CoV-2, analizando
de forma independiente cada uno de los subgrupos
problemas, VMNI o NO VMNI, punto de partida para
la aparicion y consolidacion de nuevas variaciones
gendmicas del virus. En la TABLA 2 se recogen los datos
del estudio derivados del estudio para cada muestra: el
numero de lecturas totales secuenciadas, el nimero de
lecturas alineadas a la referencia gendémica, el nimero
de variaciones nucleotidicas simples (SNP) identificadas,
asi como el nimeros de deleciones e inserciones (InDels)
identificadas en cada paciente.

De los resultados obtenidos observamos que el
numero mas elevado de variaciones genéticas, con
respecto a la referencia original de Wuhan-Hu-1, se
han detectado en los paciente r2 VMNI y r28 NO VMNI,
con 195 variaciones totales y 199 variaciones totales
respectivamente. Por el contrario, en los pacientes r5
VMNI, r6 VMNI, r7 VMNI, r14 NO VMNI, r20 NO VMNI y
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r30 NO VMNI no se ha detectado ninguna variaciéon con
respecto al virus original de Wuhan-Hu-1. Los andlisis
estadisticos de la variable edad, agrupada por rango,
no muestra una relacién significativa entre la edad del
paciente infectado y el nUmero de variaciones genédmicas
acumuladas en las cuasiespecies identificadas (dato no
mostrado). En la FIGURA 2 se agrupan las frecuencias de
variaciones identificadas en los dos subgrupos VMNI y NO
VMNI, observando que la acumulacion de variaciones era
mas alta en el grupo de NO VMNI; sin embargo, ninguna de
estas mutaciones parece mostrarse de forma significativa
(p >0,05) en el conjunto poblacional de estudio.
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Posicidn en nucledtidos (pb) 29,300 pb

FIGURA 2: Representacion de la frecuencia de mutaciones
identificadas por Quasiflow a lo largo de la secuencia de SARS-
CoV-2. A) frecuencia de mutaciones en pacientes NO VMNI. B)
frecuencia de mutaciones en pacientes VMNI.

Estudiando las relaciones evolutivas entre los distintos
consenso reconstruidos en cada paciente se ha realizado
un andlisis filogenético para asi identificar cudles
descienden de ancestros comunes, asi como identificar las
distancias entre ellas. El resultado nos muestra pequenas
distancias entre los consensos de los pacientes, lo que
nos indica una infeccién comun poco evolucionada en el
tiempo (FIGURA 3A). Cuando colapsamos estas distancias
podemos identicar cuatro grandes ramas donde la rama
central aglutina la mayoria de las infecciones (FIGURA 3B).

La busqueda mediante BLASTn, sobre la secuencia
consenso de las distintas cuasiespecies de SARS-CoV-2
en cada paciente, mostré que 24 de ellos estaban
producidos por la variante Israel-CVL-N1999/2020,
seguido en frecuencia por 5 casos Israel-CVL-n2910/202,
5 casos cercanos a la variante Iceland 1445/2020, y una
miscelanea de otras variantes como bra 814/2020, ISRAEL-
CVL 3837/2020, IHUCOVID 022455/2020, Iceland 831/2020,
Iceland 841/2020, USA 2250302/2022, Hefei 300/2020 y
Iceland 112/2020. Esto concuerda con los resultados de
la filogenia calculada (FIGURA 3A), donde el colapso de los
CONSENsOs se agrupa en cuatro grupo principales (FIGURA
3B).
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32_r23_NO_VMNI
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FIGURA 3: Agrupacion filogenética de las cuasiespecies reconstruidas. A) Filogenia global. B) Agrupacién de los cuatro principales

grupos.

DISCUSION
Elgenomadel SARS-COV-2 essimilaraotroscoronavirus
dentro de la familia coronaviridae. La proteina S juega un
papel importante para la infeccion de las células humanas,
provocando variaciones gendémicas que producen un
cambio en la transmisibilidad y virulencia del virus'. En
nuestro estudio, se encontraron variaciones genémicas
no sélo en el subgrupo de necesidad de VMNI o NO VMNI
si no también por rango de edad, observando que los
pacientes con elevadas variaciones gendmicas fallecian,
en cambio, de los que no presentaban variaciones el
cincuenta por ciento fallecian independientemente
de si se encontraban dentro del grupo de VMNI o no,
aunque no de forma significativa. Este resultado podria
determinar que fuesen etapas iniciales de acumulacién
de variaciones en las primeras etapas de la pandemia, ya
que si se han reportado acumulaciéon de variaciones en
la evolucidn del SARS-Cov-2. Asi, Jary et al.® realizaron un
estudio para determinar la evolucién de las cuasiespecies
en un mismo paciente durante 2 semanas llegando a la
conclusién que la mitad de las variaciones encontradas
presentaban unimpacto en la duracién de la enfermedad.
Otro trabajo publicado en el 2022 mostré un estudio™
donde se comparaban las diferentes cuasiespecies
obtenidas tanto en el tracto respiratorio superior como
inferior en 109 pacientes, de los cuales un porcentaje de
ellos se encontraban en la UCl por enfermedad severa. Los
resultados mostraron que las variaciones eran mayores en
las muestras inferiores que en las superiores. Un similar
al estudio, realizado por Sun et al.”®, sugeria que las
replicaciones del genoma del virus podian ser diferentes
en los distintos tejidos. En relacion a esto, la identificacion
de variaciones genéticas del SARS-CoV-2 correlacionadas
a la morbilidad de los pacientes con COVID-19 aun no
se ha investigado a profundidad, y nuestros resultados
no han mostrado una relacién directa entre variaciones
gendmicas en el genoma de SARS-CoV-2 y el fallecimiento
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(dato no mostrado); sin embargo, no podemos descartarla
ya que el numero muestral utilizado en este trabajo no es
muy elevado (42 pacientes), lo que supone una limitacién
de este estudio. En este sentido, un estudio analizando
el genoma completo de SARS-CoV-2 en 5.724 pacientes
fallecidos obtenidos de la base de datos GISAID'® mostré
que la variante alfa era la mas predominante entre ellos,
seguido de la variante Beta y la variante Gamma. Por otro
lado, otro estudio, realizado en 3021 genomas completos
de SARS-CoV-2 aislados de casos presintomaticos/
asintomaticos, ha mostrado que la mutacién 11083G>T,
se asocia significativamente con pacientes que derivaron
en COVID-19 asintomdtico. De otro estudio se derivd
que el aumento de la edad del paciente se correlaciona
positivamente con una infeccién sintomatica, mientras
que el sexo no se correlaciona significativamente con el
desarrollo de la enfermedad".

Ademas, el andlisis filogenético de nuestro estudio
agrupa las cuasiespecies en 4 ramas, siendo una de ellas
la que aglutina la mayoria de las infecciones, lo que nos
sugiere que un alto porcentaje provenian de la misma
variante en su proceso de evolucion. Finalmente, nuestro
estudio muestra cémo el virus SARS-CoV-2 modifica su
secuencia a lo largo de la propagacién de la enfermedad
en el tiempo. En la literatura existe bibliografia sobre
variaciones gendmicas pero no estudios donde se
relacione con aspectos clinicos como la necesidad de
VMNI. Esto pone de relieve la necesidad de explorar
factores genéticos de la gravedad de la COVID-19
intrinsecos a los pacientes, identificando aquellas
variaciones génicas en el genoma de los pacientes (no en
las variantes viricas) que determine un riesgo genético.
Esta estratificacion del riesgo podria guiar la deteccién,
el refuerzo de la vacunacion o la priorizacion de ciertos
pacientes a la hora de recibir nuevas terapias antivirales.
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TABLA 1: Descripcion de las muestras analizadas en el estudio, donde se analizé la necesidad de ventilacién mecanica no invasiva
(VMNI) y el rango de edad.
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Entre51-70_1 | r7NOVMNI | ERR6091360 | EPLISL 452369 |NO | NO |53
Entre51-70_10 | rI6NOVMNI | ERR6091899 | EPI_ISL_510055 NO |[NO |66
Entre 51-70_11 | r3VMNI ERR6318652 | EPI_ISL_565912 Sl Sl | 68
Entre51-70_12 | r1I7NOVMNI | ERR6090961 | EPI_ISL_452428 NO | NO 70
Entre51-70_13 | rI8NOVMNI | ERR6091105 | EPI_ISL_452409 NO [NO |70
Entre 51-70_14 | r4VMNI ERR6091196 | EPI_ISL_452396 sl Sl 70

 Entre31-70.2 | BNOVMNI ERR6090848 | EPI_ISL_452442 NO | NO 53
Entre 51-70_3 r9 NO VMNI ERR6090881 EPI_ISL_452438 NO NO | 55
Entre51-70.4 | rlONOVMNI | ERR6091989 | EPI_ISL_510059 NO |NO |55
Entre51-70_5 | rIINOVMNI | ERR6091272 | EPI_ISL_452385 NO |[NO |59
Entre51-70.6 | r12NOVMNI | ERR6091216 | EPI_ISL_452393 NO | NO 59
Entre51-70_7 | r13NOVMNI | ERR6090995 | EPI_ISL_452424 NO [NO |62
Entre51-70.8 | rl4NOVMNI | ERR6091856 | EPI_ISL_510054 NO [NO |62

Entre51-70.9 | rISNOVMNI | ERR6090824 | EPIISL 452445 |NO | NO | 66
Entre 71-80_1 rI9NOVMNI | ERR6091152 | EPI_ISL_452402 NO Sl 7
Entre 71-80_2 r20NOVMNI | ERR6092033 | EPI_ISL_510062 NO NO |72
Entre71-80_3 | I5VMNI ERR6091352 | EPI_ISL 452372 sl sl 73
Entre71-80.4 | r6VMNI ERR6090903 | EPI_ISL_452435 Sl sl 73
Entre71-80_5 | r2INOVMNI | ERR6318469 | EPI_ISL_565908 NO [ Sl | 74
Entre71-80_6 | 7 VMNI ERR6091089 | EPI_ISL_452411 Sl NO |74
Entre 71-80_7 r8 VMNI ERR6318506 | EPI_ISL_509602 Sl Sl 75
Entre71-80_8 | r22NOVMNI | ERR6091717 | EPI_ISL_510049 NO | NO 76
Entre71-80_9 | r9VMNI ERR6090971 EPI_ISL_452427 sl sl 79
Hasta 50_1 r1 VMNI ERR6091633 | EPI_ISL_510045 Sl Sl 15
Hasta 50_2 r2 VMNI ERR6318482 | EPI_ISL_509607 Sl Sl | 20

Hasta 50_3 r1 NO VMNI ERR6090771 | EPI_ISL_452450 NO |[NO |25
Hasta 50_4 r2NOVMNI ERR6090864 | EPI_ISL_452440 NO | NO | 35
Hasta 50_5 13 NO VMNI ERR6091607 | EPI_ISL_510044 NO | NO 38
Hasta 50_6 r4 NO VMNI ERR6318738 | EPI_ISL_565915 NO |[NO |40
Hasta 50_7 r5 NO VMNI ERR6318747 | EPI_ISL_565916 NO | NO 2
Hasta 50_8 6 NO VMNI ERR6091316 | EPI_ISL 452379 NO [NO |44
Mayor 80_1 r22NOVMNI | ERR6318708 | EPI_ISL_509626 NO Sl 81
Mayor 80_10 r31NOVMNI | ERR6091840 | EPI_ISL_510053 NO |[NO |89
Mayor 80_11 r32 NO VMNI ERR6091351 EPI_ISL_452373 NO Sl | 92
Mayor 80_2 24NOVMNI | ERR6090858 | EPI_ISL_452441 NO | NO |8
Mayor 80_3 r25NOVMNI | ERR6091654 | EPI_ISL_510046 NO [NO &
Mayor 80_4 r26NOVMNI | ERR6318592 | EPI_ISL_509603 NO Sl | 84
Mayor 80_5 27 NOVMNI | ERR6091944 | EPI_ISL_510057 NO | NO 84

Mayor80 6 | 28NOVMNI | ERR6091363 | EPIISL 452368 | NO  |SI |85
Mayor 80_7 29NOVMNI | ERR6092018 | EPI_ISL_510061 NO NO |85
Mayor 80_8 r30NOVMNI | ERR6090757 | EPI_ISL_452452 NO Sl 87
Mayor 80_9 r10_VMNI ERR6318987 | EPI_ISL_509628 sl sl | 87
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TABLA 2: Agrupacion filogenética de las cuasiespecies reconstruidas. A) Filogenia global. B) Agrupacién de los cuatro principales

grupos.

2

r1 NO VMNI Hasta 50_3 251060 129886 52 | 666 0 2
r1 VMNI Hasta 50_1 654570 436096 67 | 2308 11 5 16
r2 NO VMNI Hasta 50_4 413146 244164 59 | 1312 6 4 10
r2 VMNI Hasta 50_2 2372048 1510910 64 | 6861 98 97 195
r3 NO VMNI Hasta 50_5 521966 294708 56 | 1476 92 83 175
r3 VMNI Entre 51-70_11 2031468 975828 4278 18 1" 29
r4 NO VMNI Hasta 50_6 2330262 1166958 50 | 5255 22 1 33
r4 VMNI Entre 51-70_14 430818 262828 61 1434 49 33 82
r5 NO VMNI Hasta 50_7 1933812 946736 49 | 4163 15 6 21
15 VMNI Entre 71-80_3 415310 259510 62 | 1417 0 0 0
r6 NO VMNI Hasta 50_8 400368 255034 64 | 1417 1 2 3
r6 VMNI Entre 71-80_4 226686 132350 58 | 702 0 0 0
17 NO VMNI Entre 51-70_1 454306 241202 53 | 1240 18 13 31
17 VMNI Entre 71-80_6 374942 238572 64 | 1324 0 0 0
r8 NO VMNI Entre 51-70_2 375232 237120 63 | 1309 46 40 86
r8 VMNI Entre 71-80_7 2104824 1113854 53 | 4909 20 10 30
r9 NO VMNI Entre 51-70_3 269400 148072 55 | 781 4 1 5
19 VMNI Entre 71-80_9 491278 300398 61 1651 44 42 86
r10 NO VMNI Entre 51-70_4 367498 210958 57 | 1058 24 12 36
r10 VMNI Mayor 80_9 2135986 1376176 64 | 6242 8 14 22
r11 NO VMNI Entre 51-70_5 544278 350854 64 | 1953 7 3 10
12 NO VMNI Entre 51-70_6 397366 248034 62 | 1366 43 28 71
r13 NO VMNI Entre 51-70_7 347274 227476 66 | 1274 7 10 17
r14 NO VMNI Entre 51-70_8 276566 119984 43 | 587 0 0 0
r15 NO VMNI Entre 51-70_9 371738 221334 60 | 1194 45 30 75
r16 NO VMNI Entre 51-70_10 467210 276594 59 | 1408 9 8 17
r17 NO VMNI Entre 51-70_12 461534 297702 65 | 1681 62 39 101
r18 NO VMNI Entre 51-70_13 483498 308860 64 | 1725 9 7 16
r19 NO VMNI Entre 71-80_1 499798 318510 64 | 1768 5 13 18
r20 NO VMNI Entre 71-80_2 231576 140590 61 | 722 0 0 0
r21 NO VMNI Entre 71-80_5 2159988 1082574 50 | 4751 19 9 28
r22 NO VMNI Entre 71-80_8 443040 240062 54 | 1203 30 16 46
r23 NO VMNI Mayor 80_1 2424282 1548106 64 | 7017 14 5 19
r24 NO VMNI Mayor 80_2 465966 280066 60 | 1517 3 7 10
r25 NO VMNI Mayor 80_3 453886 249676 55 | 1248 17 14 31
r26 NO VMNI Mayor 80_4 1738292 1093460 63 | 4934 9 21 30
r27 NO VMNI Mayor 80_5 529294 311868 59 | 1585 51 16 67
r28 NO VMNI Mayor 80_6 526342 330902 63 | 1882 125 74 199
r29 NO VMNI Mayor 80_7 283414 150072 53 | 749 9 3 12
r30 NO VMNI Mayor 80_8 351568 195236 56 | 1012 0 0 0
r31 NO VMNI Mayor 80_10 328182 182776 56 | 916 6 4 10
r32 NO VMNI Mayor 80_11 362626 231338 64 | 1289 2 2 4
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