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Il genoma di SARS-CoV-2

Proteine strutturali del virus

Proteine non-strutturali (NSP)

o Replication and transcription complex (RTC):
- 15 NSP coinvolte nella replica ed 

espressione del genoma
- Attività proofreading (necessaria per le 

dimensioni del genoma)

o Interazioni con l’ospite

o Funzioni sconosciute

V’kovski et al - Nature Rev Microbiol 2021
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RNA

Spike

o RNA monocatenario lineare ca. 30 kb

Proteina S o Spike: 
•Coivolta riconoscimento virus-ospite, 
•Internalizzazione
•Realizzazione vaccini
•Relaizzazione anticorpi monoclonali

Ordine: Nidovirales
Famiglia: Coronaviridae



SARS-CoV-2: variabilità genomica

Alm et al., Eurosurv 2020

Giugno-settembre 2020

“..[RNA polymerase RNA Dependent 
(RpRD)]..it contributes to a replication 

error rate more than 10-fold lower than 
that of other RNA viruses. This activity 

also likely contributes to the low genetic 
diversity of SARS-CoV-2”

Jason W. RauschJW at al.,PNAS, 2020 117 (40) 24614-24616



SARS-CoV-2: definizione delle varianti

www.ecdc.europa.eu

VOC 
(variants of concern)



SARS-CoV-2: definizione delle varianti

www.ecdc.europa.eu

VOI 
(variants of interest)



SARS-CoV-2: definizione delle varianti

www.ecdc.europa.eu

VUM 
(variants under 

monitoring)



SARS-CoV-2: definizione delle varianti

www.ecdc.europa.eu

De-escalated variants



SARS-CoV-2: variabilità genomica

 Epidemiologia - maggiore diffusibilità 

 Clinica - Virulenza modificata  
- Immuno-escape (reinfezioni, protezione vaccinale, terapia: 

sensibilità a monoclonali)

 Diagnostica  - Falsi negativi test diagnostici

Evoluzione in numerose varianti con mutazioni distintive
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SARS-CoV-2: comparsa di varianti associate ad alta diffusibilità

Tartof et al - Lancet 2021

USA

Maggior 
diffusibilità



SARS-CoV-2: epidemiologia e maggiore diffusibilità

delta omicronalfa

2020 2021



SARS-CoV-2: nuove varianti associate ad alta diffusibilità

Evoluzione varianti prevalenti nell’area Toscana Centro

SOD Microbiologia AOUC - data on file
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SARS-CoV-2: reinfezioni
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Varianti SARS-CoV-2 e protezione vaccinale

Liu et al – NEJM, march 2021

Serum neutralization of variant strains of SARS-CoV-2 after the second dose of 

BNT162b2 vaccine

 



Varianti SARS-CoV-2 e protezione vaccinale

Eyre DW, NEJM, 
202210.1056/NEJMoa2116597
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Varianti SARS-CoV-2 in S-RBD: diverso legame con mAb

Gaebler et al. – Nature 2021

wt





Varianti SARS-CoV-2:
Terapia con anticorpi monoclonali

Trattamento

Bamianivimab-estesevimab



Varianti SARS-CoV-2:
Terapia con anticorpi monoclonali

Regdanvimab «Regkirona» Casirivimab/imdevimab «Ronapreve»

Sotrovimab «Xevudy»
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Ricerca di RNA di SARS-CoV-2 mediante RT-PCR real time/ quantitative PCR (qPCR)

Gene R/S

Gene E Gene N

Controllo 
Interno

Gene E
Controllo 
Interno

Gene N

Falsi negativi test diagnostici: punti di forza e debolezza 
l’individuazione della variante alfa



Wt







o Approccio multi-target (ridotto rischio di falsi negativi con varianti)



Ricerca di SARS-CoV-2 con test antigenici rapidi

ATTENZIONE!



o Screening rapido con RT-qPCR/RT-qPCR-HRMA (mutazioni principali proteina S)

o Sequenziamento Sanger Spike-RBD (mutazioni proteina S, singoli frammenti)

o Sequenziamento Next Generation Sequencing (NGS) ( genoma completo)

3 - 5 ore

2 – 3 giorni

6 - 8 giorni

Diagnostica varianti SARS-CoV-2:
Ricerca ed identificazione principali mutazioni 



o Screening rapido con RT-qPCR/RT-qPCR-HRMA (mutazioni principali proteina 

S)

o Sequenziamento Sanger Spike-RBD (mutazioni proteina S, singoli frammenti)

o Sequenziamento Next Generation Sequencing (NGS) ( genoma completo)

3 - 5 ore

2 – 3 giorni

6 - 8 giorni

Diagnostica varianti SARS-CoV-2:
Ricerca ed identificazione principali mutazioni 



N501N 
(wt)

L452R

E484E (wt)

L452L 
(wt)

E484A

N501Y+Q498*

Ricerca ed identificazione principali mutazioni proteina Spike (S) tramite Rt-qPCR –
High Resolution Melting Analysis



Alpha: 
E484K, 
del69/70
N501Y

RdRP gene, N501Y, 
HV69/70del

Beta/Gamma: 
E484K,
-
N501Y

well ID L452R Cq W152C Cq K417T Cq K417N Cq IC Cq

Alpha: 
-
-
-

Beta: 
K417N

Gamma: 
K417T

Kappa/Delta: 
L452R

Diagnostica varianti SARS-CoV-2:
Ricerca ed identificazione principali mutazioni proteina Spike (S) tramite RT-qPCR

Delta plus: 
L452R
K417N

Omicron: 
K417N

B.1.640.2: 
-

Kappa/Delta: 
-

Omicron: 
del69/70
N501Y

B.1.640.2: 
E484K
N501Y

Omicron2: 
K417N

Omicron2: 
N501Y

Deltacron: 
?

Deltacron: 
?



Diagnostica varianti SARS-CoV-2:
Ricerca ed identificazione nuove varianti

Rapida evoluzione: 
comparsa di nuove 

mutazioni

B.1.640.2/lhu



E484K N501Y DEL69/70 L452R K417N K417T W152C

- - - - - - - WT

- + + - - - - ALFA

+ + - - + - - BETA

+ + - - - - - GAMMA/MU/THETA

- - - + - - - DELTA/KAPPA/EPSILON

- + + - + - - OMICRON

+ - - - - - - ZETA/ETA

+ + - - - - - B.1.640.2/lhu

- + - - + - - OMICRON 2 (BA.2)

DELTACRON

Ricerca ed identificazione principali mutazioni proteina Spike (S) 



o Screening rapido con RT-qPCR/RT-qPCR-HRMA (mutazioni principali proteina S)

o Sequenziamento Sanger Spike-RBD (mutazioni proteina S, singoli frammenti)

o Sequenziamento Next Generation Sequencing (NGS) ( genoma completo)

3 - 5 ore

2 – 3 giorni

6 - 8 giorni

Diagnostica varianti SARS-CoV-2:
Ricerca ed identificazione principali mutazioni 



Diagnostica varianti SARS-CoV-2:
Ricerca ed identificazione principali mutazioni proteina Spike (S) tramite Sanger

Circa 3800pb

Sequenziamento di frammenti 200-700 pb (65-250aa)

Interpretazione manuale/semiautomatizzata

Sequenziamento parziale della proteina S

Individuazione «nuove mutazioni» solo nel frammento 
analizzato

omicron



o Screening rapido con RT-qPCR/RT-qPCR-HRMA (mutazioni principali proteina S)

o Sequenziamento Sanger Spike-RBD (mutazioni proteina S, singoli frammenti)

o Sequenziamento Next Generation Sequencing (NGS) ( genoma completo)

3 - 5 ore

2 – 3 giorni

6 - 8 giorni

Diagnostica varianti SARS-CoV-2:
Ricerca ed identificazione principali mutazioni 



Clade
E-

protei
n

Lineag
e

M-
protei

n

N-
protein

N_conse
nsus

Notifi
ca

ORF10 ORF1ab ORF3a ORF6 ORF7a ORF7b ORF8 S-protein Variante

21J 
(Delta)

= AY.111 I82T; D63G; 
R203M; 
P207S; 
G215C; 
D377Y;

41 (0.1%) Si = F106; A488S; 
N544; A579; 

P1228L; 
P1469S; D144; 
V167L; T492I; 
K90R; T77A; 
V120; M67I; 

P323L; G671S; 
P77L; Y211; 

A394V;

S26L; = V82A; 
T120I;

T40I; DF119
_del;

T19R; T95I; 
G142D; 

EFR156G_del; 
K417N; L452R; 
T478K; S494L; 
D614G; P681R; 
D950N; Q1071;

Delta

21J 
(Delta)

= AY.122 I82T; D63G; 
R203M; 
G215C; 
D377Y;

1615 
(5.5%)

- = K81N; A318V; 
E493K; A507T; 

D9; F106; 
Q167H; L216F; 
A488S; N891; 

P1228L; 
P1469S; T1830I; 

T492I; T77A; 
V120; P323L; 
G671S; P77L; 
A394V; D402; 
F445; K160R;

S26L; I17L; V82A; 
R118G; 
T120I;

T40I; DF119
_del;

T19R; G142D; 
EFR156G_del; 
G181V; L452R; 
S477; T478K; 

D614G; P681R; 
Y707; G842V; 

D950N;

Delta

Diagnostica varianti SARS-CoV-2:
Ricerca ed identificazione mutazioni (intero genoma) tramite NGS



Clade
E-

protein
Lineage

M-
protein

N-
protein

N_conse
nsus

Notifica ORF10 ORF1ab ORF3a ORF6 ORF7a ORF7b ORF8 S-protein Variante

21K 
(Omicro

n)

T9I; BA.1 D3G; 
A63T;

P13L; 
GERS30
G_del; 
R203K; 
G204R;

657 
(2.2%)

Si = K38R; 
F106; 
A889; 

SL1265I_
del; 

C1852; 
A1892T; 
T492I; 
P132H; 

LSGF105
F_del; 
I189V; 
V57; 

P323L; 
N600; 
Y269C; 
I42V;

T64; R20; = L18; = A67V; T95I; 
GVYY142D_del; 

NL211I_del; 
D215EPED; 

G339D; S371L; 
S373P; S375F; 
K417N; N440K; 
G446S; S477N; 
T478K; E484A; 
Q493R; G496S; 
Q498R; N501Y; 
Y505H; T547K; 
D614G; H655Y; 
N679K; P681H; 
N764K; D796Y; 
N856K; Q954H; 
N969K; L981F; 

D1146;

Omicron

Diagnostica varianti SARS-CoV-2:
Ricerca ed identificazione principali mutazioni proteina Spike (S) tramite NGS



Varianti SARS-CoV-2:
Epidemiologia - Distribuzione varianti in Toscana

Analisi NGSAnalisi Sanger

Ottobre-Dicembre 2021

Delta: 54
Omicron: 54
Alfa: 2 

Delta: 54
B.1.617.2: 24
AY.4: 9
AY.36:1

AY.119: 3
AY.126: 1
AY.127: 1
AY.4.2.3: 1
AY.43: 2
AY.43.4: 1
AY98.1: 3

AY.122: 7
AY.111: 1

Omicron (BA.1): 54
Alfa (B.1.1.7):  2



Varianti SARS-CoV-2: strumento per la lotta contro la pandemia


