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RESUMO

A vigilancia genémica emergiu como uma ferramenta crucial no monitoramento e
compreensao da dindmica das variantes virais durante a pandemia COVID-19. Na
regido Centro-Oeste do Brasil, o estado do Mato Grosso do Sul tem enfrentado uma
carga significativa da epidemia de SARS-CoV-2, com um total de 613.000 casos
confirmados em junho de 2023. Em colaboracdo com o Laboratério Central de
Saude Publica na capital Campo Grande, realizamos um sequenciamento portatil do
genoma completo de um total de 69 sequéncias gendbmicas obtidas de amostras
positivas para SARS-CoV-2 via RT-gPCR e analise filogenética para investigar a
circulagao da variante Omicron na regido. A pesquisa teve como objetivo descobrir o
cenario gendmico e fornecer percepgdes valiosas sobre a prevaléncia e os padrbes
de transmissdo dessa variante altamente transmissivel. Nossos resultados
revelaram um aumento no numero de casos na regido durante 2022, seguido por um
declinio gradual como resultado do impacto bem-sucedido do programa de
vacinagao, juntamente com a capacidade desta variante imprevisivel e muito
transmissivel de afetar rapidamente a proporcédo da populacao suscetivel. Os dados
gendmicos indicaram multiplos eventos de introdugao, sugerindo que a mobilidade
humana desempenhou um papel diferencial na dindmica de dispersdo da variante
pelo estado. Esses resultados enfatizam a importancia da implementacdo de
intervencdes de saude publica para mitigar a disseminagado e destacam o papel
poderoso do monitoramento gendmico no rastreamento e descoberta rapida da
circulagdo de cepas virais. Juntos, esses resultados ressaltam a importancia da
vigilancia proativa, do rapido sequenciamento genémico e do compartilhamento de
dados para facilitar respostas oportunas de saude publica.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, variante Omicron, Mato Grosso do Sul,
monitoramento genémico.
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ABSTRACT

Genomic surveillance has emerged as a crucial tool in monitoring and understanding
the dynamics of viral variants during the COVID-19 pandemic. In the Midwest region
of Brazil, Mato Grosso do Sul has faced a significant burden from the SARS-CoV-2
epidemic, with a total of 613,000 confirmed cases as of June 2023. In collaboration
with the Central Public Health Laboratory in the capital Campo Grande, we
performed portable whole-genome sequencing of a total of 69 genomic sequences
obtained from SARS-CoV-2-positive samples via RT-gPCR and phylogenetic analysis
to investigate the circulation of SARS-CoV-2. Omicron variant in the region. The
study aimed to uncover the genomic landscape and provide valuable insights into the
prevalence and transmission patterns of this highly transmissible variant. Our
findings revealed an increase in the number of cases within the region during 2022,
followed by a gradual decline as a result of the successful impact of the vaccination
program together with the capacity of this unpredictable and very transmissible
variant to quickly affect the proportion of susceptible population. Genomic data
indicated multiple introduction events, suggesting that human mobility played a
differential role in the variant’s dispersion dynamics throughout the state. These
findings emphasize the significance of implementing public health interventions to
mitigate further spread and highlight the powerful role of genomic monitoring in
promptly tracking and uncovering the circulation of viral strains. Together those
results underscore the importance of proactive surveillance, rapid genomic
sequencing, and data sharing to facilitate timely public health responses.

Keywords: SARS-CoV-2, Omicron variant, Mato Grosso do Sul, genomic monitoring.
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1.  INTRODUGAO

A doenga denominada COVID-19, causadora da sindrome respiratoria aguda
grave (SRAG) pelo coronavirus 2 (SARS-CoV-2), apresenta elevada
transmissibilidade e é responsavel por altas taxas de mortalidade (LOTFI; HAMBLIN;
REZAEI, 2020; MOREIRA, 2020).

Em 31 de dezembro de 2019 foi notificado a Organizagao Mundial da Saude
(OMS) a ocorréncia de um surto de pneumonia na cidade de Wuhan, provincia de
Hubei, Republica Popular da China em que rapidamente novos e numerosos casos
surgiram, espalhando para o mundo e representando uma ameaca significativa a
saude humana, o que culminou, em 30 de janeiro de 2020, na declaragdo de uma
emergéncia de saude publica global (CHAN et al., 2020; CRODA; GARCIA, 2020).

No Brasil, o primeiro caso de COVID-19 foi confirmado em 26 de fevereiro de
2020 e o primeiro obito ocorreu em 17 de margo de 2020, seguido de transmissao
comunitaria em todo o pais em 20 de margo de 2020 (BRASIL, 2020; GIOVANETTI
et al., 2022). Os dois primeiros casos de COVID-19 em Mato Grosso do Sul (MS)
foram confirmados em 14 de marco de 2020 e o primeiro 6bito confirmado foi
comunicado pela Secretaria de Estado de Saude no dia 31 de margo de 2020
(SES/MS, 2020).

O estado de Mato Grosso do Sul, localizado na regidao Centro-Oeste do Brasil,
experimentou uma carga substancial da epidemia de SARS-CoV-2, com um numero
consideravel de casos confirmados e mortes atribuidas a COVID-19. Em resposta,
foram implementadas varias medidas para conter a propagacao e aliviar a pressao
sobre o sistema de saude. As medidas incluiram distanciamento social, promoc¢ao do
uso de mascaras e lockdowns localizados em areas de alta infeccdo. A capacidade
de testagem foi aumentada e os esforgcos de rastreamento de contatos foram
aprimorados para identificar e isolar individuos infectados (SES/MS, 2020).

Ao longo da progresséo da epidemia, diferentes variantes, incluindo Variantes
de Preocupacdo (VOCs), Variantes de Interesse (VOIs) e Variantes sob
Monitoramento (VUMs), foram identificadas no estado (TOSTA et al., 2023). No
entanto, a diversidade genémica e a dinamica evolutiva da onda de Omicron do
SARS-CoV-2 no estado de Mato Grosso do Sul permaneceram em grande parte
desconhecidas.

Para suprir essa lacuna, e considerando a relevancia da implementagéo de
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intervengdes de saude publica a fim de mitigar maior propagacgao dessa linhagem no
Estado, a presente pesquisa teve como objetivo caracterizar os genomas do
SARS-CoV-2 de amostras coletadas entre janeiro e fevereiro de 2022, haja vista a
relevancia da deteccdo oportuna da variante em circulagdo, o monitoramento e
rastreamento gendmico, visando fornecer subsidios sobre o crescimento dessa
linhagem. A pesquisa insere-se no programa estabelecido de vigilancia genémica
entre o Laboratorio Central de Saude — LACEN/MS, Secretaria de Saude do estado
de Mato Grosso do Sul e a FIOCRUZ de Minas Gerais, aprovada no CEP UFMG sob
o numero 32912820.6.1001.5149.
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2. REVISAO DE LITERATURA

21 O virus SARS-CoV-2

Os SARS-CoV-2 é um virus de RNA envelopado, fita simples de sentido
positivo, pertencente a subfamilia Orthocoronavirinae, familia Coronaviridae, e
ordem Nidovirales. Também conhecidos como coronavirus da subfamilia
Orthocoronaviridae se dividem em quatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus (King et al., 2011). Dentre
esses géneros, sete coronavirus sao conhecidos por infectar humanos, dois
Alphacoronavirus (HCoV- 229E e HCoV-NL63) e cinco Betacoronavirus
(HCoV-0OC43, HCoV-HKU1, SARS- CoV, SARS-CoV-2 e MERS-CoV) (Current ICTV

Taxonomy Release, 2020).

Spike (S) | Nucleoprotein (N) +RNA
Lipid membrane x U \U (nucleocapsid)
(envelop) _——— N /

CAP (5')

Membrane

) e
Envelope /lfi UD & Poly-A
protein (E) 1

Figura 1. Diagrama simplificado do virido SARS-CoV-2.
Fonte: Cui et al., 2023.
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Por meio da caracterizacdo genémica do SARS-COV-2 foi possivel prever que
morcegos e roedores sdo as provaveis fontes génicas dos Alphacoronavirus e
Betacoronavirus, e espécies aviarias aparentemente sdo as fontes genéticas de
Gammacoronavirus e Deltacoronavirus. Os coronavirus se tornaram os principais
responsaveis por surtos de doencgas respiratorias emergentes, bem como podem
causar doencgas entéricas, hepaticas e neuroldgicas em diferentes espécies animais,
incluindo camelos, bovinos, gatos e morcegos. Em humanos, os mesmos causam
doengas que variam do resfriado comum a doengas mais graves que levam a 6bito
em humanos (CASCELLA et al., 2022).

As primeiras ocorréncias de coronavirus humanos endémicos foram relatadas
na década de 1960 (CORMAN et al., 2018), quando HCoV-OC43 (Hamre;
Procknow,1966) e HCoV-229E (Mclntosh, 1967) foram identificados como causas de
preocupacdo em infeccdes do trato respiratorio superior, estando associados a
doengas pulmonares graves em idosos, recém-nascidos e imunocomprometidos
(PERLMAN; NETLAND, 2009). Em 2004 e 2005, dois outros coronavirus foram
identificados, o HCoV-NL63 (VAN DER HOEK et al., 2004) em pacientes
hospitalizados e criangas com doenga respiratéria grave e HCoV-HKU1 em
pacientes idosos com comprometimento de saude, respectivamente.

Nas ultimas duas décadas, outros dois coronavirus epidémicos foram
relatados, sendo responsaveis pela letalidade acentuada em humanos, sendo estes
a Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS-COV) (DROSTEN et al., 2003) em
2002 e a Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) (ZAKI et al., 2012)
em 2012. O SARS-CoV foi identificado pela primeira vez no sul da China (provincia
de Guangdong) em novembro de 2002 (DROSTEN et al., 2003; KSIAZEK et al.,
1953). Ao fim dessa epidemia, a China relatou mais de 8.000 casos da doenga e 774
Obitos e letalidade de 7% (MAY et al., 2004). O surto global de SARS foi controlado
em julho de 2003 e desde 2004 nado houve nenhum caso relatado (PEERI et al.,
2020). Ja, em 2012 na Arabia Saudita o MERS foi pela primeira vez identificado,
onde um homem de 60 anos apresentou pneumonia grave (ZAKI et al., 2012).
Desde entdo, 27 paises reportaram casos, sendo 2.494 confirmados
laboratorialmente, 858 Obitos e letalidade de 35% (AL-OMARI et al., 2019;
ANDERSEN et al., 2020).

Em 2019, o sétimo coronavirus conhecido por infectar humanos foi

identificado como causador de uma epidemia de pneumonia na China em novembro
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deste ano (GORBALENYA et al., 2019; ANDERSEN et al., 2020). Em 11 de fevereiro
de 2020, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) denominou a nova doenga como
“COVID-19”, abreviagao de “coronavirus disease 2019” (WHO, 2020). Em marco do
mesmo ano, o Grupo de Pesquisa Coronaviridae, do Comité Internacional de
Taxonomia de Virus, responsavel pela classificacdo de virus e nomenclatura de
taxons da familia Coronaviridae, reconheceu este virus provisoriamente denominado
2019- nCoV e, apos pesquisas de identificagcdo, o mesmo foi comprovado como um
clado irmdo do coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV) e
nomeado como SARS-CoV-2 (ANDERSEN et al., 2020).

O SARS-CoV-2 foi primeiramente identificado em Wuhan, porém sua origem
ainda é discutida (Andersen et al., 2020). A OMS divulgou um relatério que explora
diversas hipoteses sobre a origem do virus e mesmo n&o apresentando resultados
conclusivos, foi elencada a importante participacdo de animais no ciclo de
transmissao (WHO, 2022a). As analises gendmicas permitiram que se conhecesse a
provavel evolugdo da cepa SARS-CoV-2 encontrada em morcegos que apresenta
semelhanca ao SARS-CoV e MERS- CoV e entdo avancou para hospedeiros
intermediarios como pangolins e martas e por ultimo para humanos (CASCELLA et
al., 2022; ZHANG et al., 2020; ORESHKOVA et al., 2020). A sequéncia gendmica
mais préoxima do SARS-CoV-2 foi encontrada em um coronavirus de morcego
(Rhinolophus affinis) RaTG13 com 96,2% de semelhanga (ANDERSEN et al., 2020).

211 Transmissao

A transmissao do SARS-CoV-2 acontece basicamente pelo contato humano,
na qual ao tossir, espirrar ou falar estes emitem goticulas ou particulas
contaminadas. A exposi¢cdo se da por alguém vir a inalar essas goticulas ou
particulas, ou entrar em contato com superficies contaminadas por estes, e leve
pelas maos para contato com boca, nariz e olhos (CDC, 2020).

O contato com superficies foi bem elucidado por diversas pesquisas de
viabilidade do virus em superficies. Os resultados comprovaram que a maior
viabilidade do virus se da em acgo inoxidavel e plastico, em comparacao a superficies

de cobre ou papelédo, sendo o virus detectavel como viavel por até 72 horas (VAN
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DOREMALEN et al., 2020).

Em baixas temperaturas o SARS-CoV-2 pode se manter viavel por até 28 dias
a 20 °C, em superficies como vidro, cédulas de papel, ago inoxidavel e polimeros.
Em relagdo ao agente infeccioso este é viavel por menos de 24 horas a 40 °C nas
diversas superficies citadas (RIDDELL et al., 2020).

A transmissdo aérea de goticulas e particulas € menos comum desde que
seja respeitado o distanciamento de 1,8 metros, mas a mesma pode acontecer por
ocupacéao de salas por grupos diferentes e em periodos diferentes do mesmo dia, na
qual se o primeiro grupo tiver a fonte de contaminagao, as goticulas ficam presentes
podendo vir a transmitir para o proximo grupo ocupante. Sendo essa transmissao
possivel por ocupagao superior a 15 minutos de exposicdo ao agente em local
fechado e com pouca ventilagéo (CDC, 2020).

A possibilidade de infecgao vertical é bem reduzida, ocasionando casos de
infeccdo materna pelo agente (Kotlyar et al., 2021). Quanto a transmissao oral-fecal
mesmo se tendo o conhecimento de que o RNA do virus é encontrado nas fezes e
intestino, a mesma foi comprovada em cultura de células, porém nao existem ainda
evidéncias que corroborem para a infeccdo em humanos (PEDERSEN et al., 2021;
Termansen et al., 2022).

Os meios de transmissdo sao reduzidos com o uso de dispositivos de
protecdo como mascaras, luvas e aventais descartaveis, lavagem correta e
frequente das maos, higienizagdo de superficies com agentes desinfectantes e
pratica de distanciamento social (PNAS, 2022; Handwashing na effective tool to
prevent COVID-19, 2020).

2.2 Epidemiologia

A doenga por se apresentar geralmente de forma assintomatica ou com
sintomas leves em muitos individuos (Day M, 2020; Kronbicher et al., 2020), € bem
provavel que a transmissao possa ter ocorrido antes desse periodo (WHO, 2022c).
O SARS-CoV-2 foi o principal causador de casos de pneumonia em Hubei, o virus
entdo se espalhou para as demais provincias (WU et al., 2020).

Em pouco tempo apos seu relato, outros paises apresentaram circulagao viral
significativa, sendo a principal fonte de transmissdo pessoas que retornaram de

viagens da China. Primeiramente o virus se disseminou pela Coréia do Sul, Italia, Ira
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e Japao e posteriormente para os demais paises da Europa, do Continente
Americano e Africa (WHO, 2020).

No fim de janeiro de 2020, a OMS declarou o surto da COVID-19 como uma
Emergéncia de Saude Publica de Importéncia Internacional (ESPII), o mais alto nivel
de alerta da Organizacéo, conforme o Regulamento Sanitario Internacional (RSI).
Com essa decisdo diversas medidas vieram para otimizar a coordenacdo, a
cooperagao e a solidariedade global para interromper a propagacao viral (WHO,
2022b).

Com a propagacéo do virus para varias regidées do mundo, a OMS declarou
oficialmente o surto de COVID-19 como uma pandemia, em 11 de margo de 2020. A
partir desse momento o SARS-CoV-2 se espalhou para 223 paises, com mais de
500 milhdes de casos e mais de 6 milhdes de 6bitos relatados globalmente (WHO,
2022b).

Os estados americanos foram os mais acometidos pelas infecgdes por
SARS-CoV-2 (mais de 78 milhdes) e obitos (mais de 900 mil) relacionados a
COVID-19, seguidos pelo Brasil e india no nimero de ébitos. A estimativa atual da
OMS da taxa global de mortalidade pela COVID-19 é de 0,82% (WHO, 2020).

A mortalidade em individuos hospitalizados variou em média de 10% a 30%
durante o periodo pandémico em diferentes paises, com a maioria dos casos em
pacientes homens, idosos e com comorbidades preexistentes admitidos em Unidade
de Terapia Intensiva (UTI) (O'DRISCOLL et al., 2021;RANZANI et al., 2021;
CUCINOTA et al., 2020; AULD et al., 2022).

Dados da literatura mostram que 54,8% dos casos importados no Brasil no
inicio da pandemia foram provenientes de viajantes vindos da ltalia, seguido da
China e Franga (Candido et al., 2020). Mesmo com as medidas de controle adotadas
pelo governo brasileiro, o virus se espalhou rapidamente por todo pais. (CRODA et
al., 2020).

No Brasil, o primeiro caso de COVID-19 foi confirmado em 26 de fevereiro de
2020 e o primeiro 6bito ocorreu em 17 de margo de 2020. Em 3 de margo de 2020,
havia 488 casos suspeitos notificados, dois confirmados e 240 descartados no pais,
sem evidéncia de transmissao local. Os dois primeiros casos confirmados eram
individuos do sexo masculino, residentes na cidade de Sao Paulo, SP, que haviam
regressado de viagem a Italia (BRASIL, 2020).
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Os dois primeiros casos de COVID-19 no estado do Mato Grosso do Sul (MS)

foram confirmados em 14 de margo de 2020, individuo do sexo masculino, 31 anos,

que havia regressado de viagem da Inglaterra e individuo do sexo feminino, 23 anos,

contato com caso confirmado e ambos residentes na cidade de Campo Grande, MS.

O primeiro 6bito causado por Covid-19 foi comunicado pela Secretaria de Estado de

Saude no dia 31 de margo de 2020. Tratava-se de uma mulher de 64 anos, residente

do municipio de Bataypora e que teve contato com duas irmas com historico de

viagem recente a Bélgica. (SES/MS, 2020).

No final do ano de 2020, o Brasil se destacava como o terceiro pais em

numero de casos confirmados e o segundo em numero de 6bitos pelo agravo, sendo

que a Regiao Centro-Oeste apresentava-se com as maiores taxas de incidéncia e de

mortalidade entre as regides do pais (OLIVEIRA et al., 2022).

Taxa de Incidéncia e Mortalidade por COVID-19
em Mato Grosso do Sul (2020 - 2023)
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23 Aspectos clinicos da infecgao pelo Sars-CoV-2

A COVID-19 é uma doenca causada pelo SARS-COV-2 que acomete os seres
humanos de diversas maneiras, podendo ocorrer de forma assintomatica ou até
mesmo oligossintomatica, sendo a doencga clinica caracterizada pela insuficiéncia
respiratéria aguda com necessidade de suporte mecanico de ventilagdo, choque
séptico, sendo possivel a faléncia multipla de 6rgaos e o6bito do individuo
(CASCELLA et al., 2022).

O periodo de incubacdo do SARS-CoV-2 ¢ definido de acordo com a variante
circulante variando de 5 a 11,5 dias para que o paciente venha a desenvolver
sintomas (STEPHEN et al., 2020; JANSEN et al., 2021).

As diretrizes dos Institutos Nacionais de saude classificam a infec¢cao da
COVID-19 em cinco tipos, que sao: infeccdo assintomatica ou pré-sintomatica,
doenga leve, doenga moderada, doenga grave e doenga critica. A doenca
assintomatica é caracterizada por individuos com teste positivo para a infecgao pelo
SARS-COV-2, porém sem apresentarem sintomas clinicos. A doenga leve se
caracteriza por individuos que apresentam algum sintoma como febre, tosse,
mal-estar, dor de garganta, anosmia, disgeusia entre outros, mas que nao
apresentem falta de ar ou alteragao radiolégica em exame de térax (TAN et al.,
2020).

Ja a doenca moderada se caracteriza pela presenca de sintomas, possiveis
achados radioldgicos de doenga do trato respiratorio inferior, bem como alteragao de
saturagao de oxigénio (Sp0O2) = 94% em ar ambiente (TAN et al., 2020).

Na doencga grave os individuos apresentam alteracao de saturagao (SpO2) <
94% em ar ambiente; uma relagéo entre pressao parcial de oxigénio arterial e fracao
inspirada de oxigénio, (PaO2/FiO2) <300 com taquipneia acentuada com frequéncia
respiratéria >30 respiragdes/min ou infiltrados pulmonares >50% (MEYER et al.,
2021).

Sendo a doenca critica a forma mais complicada na qual os individuos
apresentam insuficiéncia respiratoria aguda, choque séptico e/ou disfungcéo de
multiplos 6rgaos (MEYER et al., 2021).

A COVID-19 é uma doenga que acomete o sistema respiratério, porém a
mesma pode ser considerada uma doenca viral sistémica, uma vez que acomete

diferentes 6rgédos em casos de pacientes em quadros de maior gravidade em
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hospitalizagdo (CASCELLA et al., 2022).

Entre as manifestagcbes em multiplos 6rgaos temos: manifestagdes renais (ex.
lesdo renal aguda) (Martinez-Rojas et al., 2020); manifestacdes cardiacas (ex. lesdo
miocardica, arritmias, cardiopatia e choque cardiogénico); manifestacdes
hematoldgicas (ex. linfopenia e trombocitopenia); manifestagdes gastrointestinais
(ex. diarreia, nausea e/ou vémito); manifestagcdes hepatobiliares (ex. disfungao
hepatica); manifestagdes endocrinoldgicas (ex. niveis anormais de glicose no
sangue e cetose euglicémica) (Gupta et al., 2020); manifestagées neuroldgicas (ex.
anosmia e ageusia) (Toscano et al.,, 2020) e manifesta¢cdes cutédneas (ex. lesdes
acrais semelhantes a pseudo-frieiras) (DANESHGARAN et al., 2020).

A covid longa tem se conformado como uma nova entidade nosoldgica
surgida na sequéncia da covid-19. Com contornos ainda vagos, ela esta
impulsionando pesquisas sobre a sua prevaléncia, sintomas, diagnostico, duragdo e
métodos de tratamento. Enquanto segue sem definicdo precisa, a covid longa ganha
terreno em meio as disparidades e injusticas sociais implicadas nesta atual zona
nebulosa, complexa e incerta que €& frequentemente descrita como “fim da
pandemia” (SEGATA; LOWY, 2024).

A morbidade e mortalidade sdo severas nas primeiras semanas apos a
infecgdo pela Covid-19, até 70% dos sobreviventes da Covid-19 podem apresentar
complicagdes meédias a longo prazo. Os sintomas persistentes apds a infecgao
podem durar semanas a meses, reduzindo severamente a qualidade de vida dos
pacientes apos a fase aguda da infec¢ao. Esses sintomas sdo geralmente relatados
como "COVID longa" (HUANG et al., 2021)

Estima-se que 31%-69% dos acometidos pela Covid-19 apresentarao
sintomas de COVID longa apds a recuperagéo inicial da infec¢do por SARS-CoV-2 .
Geralmente, os sintomas iniciais da COVID longa incluem fadiga (29%), dor
muscular, palpitagdes, comprometimento cognitivo (28%), dispneia (21%), ansiedade
(27%), dor no peito e artralgia (18%), complicagbes cardiovasculares e também
pode afetar o sistema nervoso central (SNC). A neuroinflamag&o cronica ativa
células gliais que levam a disturbios neurodegenerativos (KOC et al., 2022; SU et al.,
2022).
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24 Diagnéstico laboratorial da infecgao pelo Sars-CoV-2

O diagnéstico da infecgao pelo SARS-Cov-2 baseia-se em um teste molecular
de transcriptase reversa seguida por reagcdo em cadeia da polimerase em tempo real
(RTg-PCR), para detectar o cDNA do virus em amostras respiratérias como swab
nasofaringeo e oral ou aspirado brénquico. Esse teste apresenta alta sensibilidade e
especificidade para deteccdo do SARS-COV-2 (BOGER et al., 2021).

Esse teste molecular por RTg-PCR pode vir a apresentar resultados falsos
negativos caso a quantidade de genoma esteja abaixo do limite de detec¢do do
teste, ou a janela de tempo de replicagao viral seja perdida. Bem como por se tratar
de uma metodologia complexa, o0 mesmo exige equipe qualificada, infraestrutura
laboratorial adequada, o que gera um alto custo de analise, o que dificulta a ampla
disponibilidade (BOGER et al., 2021).

Outra forma de detecgao da infeccdo pela COVID-19 é o teste rapido de
antigeno. O teste de antigeno € um exame imunocromatografico rapido, que ao
invés de detectar o cDNA do virus, como na RTqg-PCR, detecta as proteinas do
SARS-CoV-2. Embora com menor sensibilidade, possuem tempo de analise
reduzido em relagcdo ao teste molecular sendo uma alternativa para locais de dificil
acesso aos insumos do teste molecular, bem como desprovidos de estrutura
laboratorial necessaria (WHO, 2021).

A realizacdo de testes sorologicos, que avaliam a presenga de anticorpos IgM
e IgG em resposta a infeccédo, € recomendada entre a primeira e terceira semana
apdés o inicio dos sintomas. Na vigilancia epidemiologica, esses exames sao
frequentemente usados para medir a taxa de infeccao pelo SARS-CoV-2 em uma
comunidade. E importante lembrar que os resultados podem diferir devido &
especificidade e sensibilidade dos testes, bem como a variagdo da resposta
imunoldgica do paciente e histérico vacinal (BOGER et al., 2021).

Os exames de imagem podem vir a auxiliar em casos de agravamento dos
sintomas, principalmente quando eventos respiratérios criticos devem ser
monitorados, sendo a radiografia de torax, ultrassonografia pulmonar ou tomografia
computadorizada (TC) de toérax, ferramentas uteis no manejo clinico dos casos
(CASCELLA et al., 2018).

Os exames laboratoriais podem vir a ser utilizados para monitorar a

progressdo da doenga. A realizacdo de testes bioquimicos de funcgédo renal,
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realizacdo de hemogramas e avaliagcdo de marcadores inflamatérios estdo entre
essas etapas. Os profissionais de saude podem usar esses exames laboratoriais
para obter informagdes importantes sobre o estado de saude do paciente e ajuda-los
a tomar decisdes clinicas adequadas sobre o manejo da doenga (CASCELLA et al.,
2018).

2.5 Tratamento

Com o advento da pandemia diversos desafios foram encontrados, sendo a
terapéutica da infecgdo pelo SARS-COV-2 uma delas, onde diante de aumentos
significativos de casos durante os picos epidémicos a forma de manejo no
tratamento dessa doenca foi discutido por diversos grupos por todo mundo
(CASCELLA et al., 2022).

No inicio, o conhecimento sobre a doenca era limitado, o que criou a
necessidade de mitigar essa nova infecgdo com terapias experimentais e
reaproveitamento de medicamentos, com foco nos sinais e sintomas. A partir de
entdo ocorreram avancos significativos, o que levou a uma melhor compreensao do
manejo e desenvolvimento de novas terapéuticas (CASCELLA et al., 2022).

Entre opgdes terapéuticas potenciais propostas, autorizadas ou aprovadas
para uso clinico no manejo da COVID-19 estao: terapias antivirais (ex. Molnupiravir,
Remdesivir, Paxlovid, Ritonavir em combinagdo com Nirmatrelvir e
Lopinavir/ritonavir), produtos de anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2
(REGN-COV2, ex. Casirivimab, Imdevimab, Bamlanivimab/Etesevimab e
Sotrovimabe) e agentes imunomoduladores (ex. corticosteréides, interferon-f-1a,
tocilizumab, Sarilumab/Siltuximab, Baricitinibe e tofacitinibe) (CASCELLA et al,,
2022). No Brasil, cinco medicamentos estdo aprovados pela ANVISA: Remdesivir,
Sotrovimabe, Baricitinibe, Paxlovid e Monulpiravir e Toxilizumabe (ANVISA, 2022;
BRASIL, 2022).

2.6 Prevencao e Controle da infecgao pelo Sars-CoV-2
A transmissao do SARS-CoV-2 pode ser reduzida com o uso de mascaras de

protecao facial, lavagem e higienizacdo adequada das maos e intervengdes nao

farmacolégicas como o distanciamento social. As mascaras sao empregadas para
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reduzir a emissdo de goticulas carregadas com o virus pelo individuo infectado
(fonte), principalmente considerando a possibilidade de infectados assintomaticos.
Essas ainda permitem a redugdo da inalagdo dessas goticulas por outro usuario,
evitando que o mesmo venha a se contaminar. A dinamica para o controle da fonte e
a protecdo do usuario é complementar e possivelmente sinérgica, de modo que o
beneficio individual aumenta com o aumento do uso de mascaras na comunidade
(ZHANG et al., 2020).

As Intervengdes N&o Farmacoldgicas (INF) como distanciamento social,
quarentena, isolamento, bloqueios, toque de recolher, restricbes de viagem, entre
outros, foram adotadas por diversas nag¢des ao longo do mundo, a fim de proteger a
populacdo da COVID-19. Essas estratégias foram utilizadas para reduzir o niumero
de casos para niveis aceitaveis ou eliminar a transmissao pessoa-pessoa do virus e
mostrou-se eficaz. No entanto, as INFs sdo uma forma complexa de intervengao,
pois apresentam variaveis como fatores culturais, sociais e econémicos, que podem
vir a atrapalhar sua implementacéo e uso regular em um sistema de saude (REGMI
et al., 2021).

O grande empenho de instituicbes e pesquisadores foi essencial para o
desenvolvimento de vacinas contra o SARS-CoV-2 em uma velocidade sem
precedentes (Thanh et al., 2020).

Em dezembro de 2020, a Food and Drug Administration (FDA) dos EUA
emitiu a primeira autorizagdo de uso emergencial para o uso da vacina
Pfizer-BioNTech COVID-19 em pessoas com 16 anos ou mais para a prevengao da
COVID-19 (OLIVEIRA et al., 2023).

O desenvolvimento de vacinas contra casos graves da COVID-19 evitou
milhdes de 6bitos em todo o mundo. Em 2021, com o surgimento da variante de
preocupacdo (VOC) Omicron, o aumento do escape imunolégico e diminuicdo da
eficacia da vacina, levou muitos paises a recomendarem a primeira dose de reforgo
para manutencgao da protecao, especialmente contra os casos com evolugao grave.

A partir de janeiro de 2021, deu-se inicio a estratégia de vacinagao para
COVID-19 em todo territério nacional. No Mato Grosso do Sul, as doses foram
destinadas aos municipios a partir do dia 18 de janeiro de 2021, iniciando pelos
grupos profissionais da saude que atuavam na linha de frente, idosos em instituicoes
de longa permanéncia, pessoas com deficiéncia institucionalizados (a partir de 18

anos) e populagdo indigena que vivem em terras indigenas, seguindo as
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recomendagdes do Ministério da Saude (Diario Oficial Eletrénico, N° 10.382/2021.
Disponivel em:
https://www.spdo.ms.gov.br/diariodoe/Index/Download/DO10382_19 01_2021).
Pode-se afirmar que a estratégia de vacinagdo no Estado foi crucial no
controle da circulagao viral e transmissibilidade entre a populagédo demonstrando sua
efetividade na prevengcdo da COVID-19. Tal estratégia foi destaque nacional,
colocando o Estado por meses nas primeiras colocagdes entre os demais do Pais. A

logistica de distribuigdo dos imunizantes no territério Estadual foi feita com apoio das

policias militar e civil e pelo Corpo de Bombeiros, o que permitiu maior agilidade no

processo. Ao todo foram quase seis milhdes de doses de vacina para COVID-19

aplicadas no Estado até dezembro de 2022 (VACINOMETRO, 2021).

Nesta ocasido, vacinas altamente eficazes foram distribuidas ao redor do
mundo e pesquisas demonstraram que quanto maior a cobertura vacinal, menor as
taxas de infeccdo, hospitalizagdes e O6bitos pela doencga, especialmente entre
individuos vulneraveis com comorbidades e fatores de risco associados a COVID-19
(MOGHADAS et al., 2021).

A Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) recomendou em 2022 uma segunda
dose de reforgo para adultos com 60 anos ou mais e aqueles com fatores de risco,
mas a sua adogao foi heterogénea entre os paises (LAZAR NETO et al., 2024).

A neutralizagao por anticorpos contra as variantes Gama, Delta e Omicron foi
de 78%, 65,9% e 58,5% respectivamente, apdos uma meédia de 32 dias apos a
segunda dose da CoronaVac. Houve uma diminuicdo na frequéncia de anticorpos
neutralizantes para 17,1%, 24,4% e 2,4% contra as variantes Gama, Delta e
Omicron, respectivamente, apds, em média 186 dias das duas doses da vacina
CoronaVac. A dose de reforco com a vacina Pfizer foi capaz de induzir a producao
de anticorpos neutralizantes contra a variante Omicron em 87,2% dos individuos
avaliados (SILVA et al., 2022).

Em janeiro de 2023, as subvariantes BQ.1 (uma subvariante BA.5) e XBB
(uma subvariante BA.2) do SARS-CoV-2 substituiram variantes O6micron
anteriormente dominantes globalmente, incluindo BA.5. XBB.1.5, que é descendente
de XBB e aumentaram rapidamente a prevaléncia da Covid-19 no mundo. As
subvariantes BQ.1.1 e XBB possuem substituicdes relativas a BA.5 e BA.2,

respectivamente, no dominio de ligagdo ao receptor de sua proteina spike, que é o
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principal alvo para vacinas e anticorpos monoclonais terapéuticos (mAbs) para
Covid-19 (IMAI et al., 2022; URAKI et al., 2023; Wang et al., 2023).

Estudos demonstraram que pessoas que receberam o reforco bivalente
contendo BA.5 tiveram melhor atividade de neutralizagdo contra todas as
subvariantes Omicron (especialmente contra BA.2.75.2, BQ.1.1 e XBB) do que
aquelas que receberam um ou dois reforgos monovalentes (DAVIS-GARDNER et al.,
2022; IMAI et al., 2022; Wang et al., 2023).

3 VIGILANCIA GENOMICA

A vigilancia genémica das variantes do SARS-CoV-2 é importante para
rastrear o perfil genémico deste virus e a acumulagdo de mutagdes que por um lado
podem alterar as fungbes virais em termos de contaminagao e transmissibilidade e
por outro podem ser importantes para o surgimento de novas variantes, linhagens e
sublinhagens que podem exercer uma pressao significativa sobre o sistema de
saude de um determinado pais (LIMA et al., 2022).

Algumas alteracdes do virus podem afetar propriedades importantes, como a
facilidade com que ele se dissemina, a gravidade da doencga, a resposta imunologica
as vacinas, a eficacia de medicamentos terapéuticos, as ferramentas de diagndstico
ou, até mesmo, a tomada de medidas restritivas de saude publica e sociais (WHO,
2022a).

Diversas variantes do SARS-CoV-2 surgem no mundo, evidenciando o desafio
de reforcar a capacidade de deteccao oportuna com ampliacédo e fortalecimento da
vigilancia epidemioldgica, vigilancia laboratorial e comunicagao rapida para apoiar as
medidas de prevencdo e controle da pandemia da COVID-19 (TELENTI;
HODCROFT; ROBERTSON, 2022).

Variantes virais sdo o resultado de mutacdes que ocorrem durante a
replicacéo viral. Uma mutagdo € uma alteragdo em um genoma de um padrao de
virus que difere do padrao tipico, incluindo uma substituicdo, remogao ou incluséo. O
virus SARS-CoV-2 ndo é excecdo, e multiplas variantes do mesmo foram relatadas
em todo o mundo desde seu inicio (CHAVDA; PATEL; VAGHASIYA, 2022).

No cenario mundial, a partir de outubro de 2020, novas variantes do

SARS-CoV-2 com maior mutacdo comecaram a surgir. Estas variantes foram
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distinguidas por um maior numero de mutagées ndo sindnimas, principalmente na
proteina spike, particularmente o caso da &micron e propriedades fenotipicas
distintas, incluindo transmissibilidade e antigenicidade alteradas. Variantes do
SARS-CoV-2 foram declaradas variantes de preocupacdo (VOC) pela Organizagao
Mundial de Saude (e agéncias nacionais de saude publica) com base no fato de
apresentarem transmissibilidade ou escape imunoldgico substancialmente alterados,
o que justifica uma monitorizagao rigorosa (CARABELLI, et al., 2023).

A primeira variante de preocupacgédo (VOC) identificada Alpha, foi detectada
em dezembro de 2020 pela primeira vez no Reino Unido. Cada VOC mostrou
vantagens de transmissdo em relagdo as variantes anteriores e tornou-se
dominante, quer regionalmente nos casos de Alpha (linhagem PANGO 10 B.1.1.7),
Beta (B.1.351) e Gama (P.1) na Europa, Africa do Sul e América do Sul,
respectivamente ou globalmente, nos casos de Delta detectada em maio de 2021
(sublinhagens B.1.617.2/AY) e das muitas sublinhagens 6micron (sublinhagens
B.1.1.529/BA, como BA.1, BA.2 e BA. 5) detectadas a partir de novembro de 2021,
sendo a primeira vez na Africa do Sul (TELENTI; HODCROFT: ROBERTSON, 2022).

No Brasil, as variantes Alfa, Beta e Gama foram identificadas por vigilancia
gendmica durante as semanas epidemiolégicas de 1 a 14 de 2020. Desde entao,
novos tipos surgiram e a vigilancia genémica continua a desempenhar um papel
importante na resposta as mutagdes virais, refletindo a dindmica continua da
pandemia (WOLF et al., 2023).

A pandemia da COVID-19 expds desafios gendbmicos em sistemas de
vigilancia de saude publica. Laboratérios e redes dedicadas a ameacgas de doengas
especificas, como influenza, tuberculose, sarampo-rubéola e pdlio foram mobilizados
para apoiar os esforgcos de vigilancia genémica do SARS-CoV-2. Em alguns
contextos, redirecionar capacidades teve um custo para os programas de doengas e
suas necessidades de vigilancia e diagnodstico. Além disso, a escala, a
representatividade geografica, a pontualidade, a qualidade, a capacidade de
comparagao e integracédo de resultados de vigilancia gendmica com resultados de
vigilancia epidemioldgica e clinica permanecem fracas (WHO, 2022e).

Em 2021, a Assembleia Mundial de Saude convocou os Estados-membros a
fortalecerem a vigilancia genbmica para a preparacdo e resposta a emergéncias.
Mas essa apresenta desafios em termos de infraestrutura de laboratérios e

vigilancia, capacidades e habilidades necessarias e a harmonizacao entre sistemas
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e paises para que seja possivel comparar e usar os dados de forma efetiva (WHO,
2022e).

Neste contexto, houve a implantacdo da Estratégia Global de Vigilancia
Genbmica da Organizagdo Mundial da Saude que tem como meta a expansdo da
vigilancia genémica para patdgenos com potencial pandémico e epidémico e que
essa seja fortalecida e escalada para a¢des de qualidade, oportunas e apropriadas
dentro dos sistemas de vigilancia locais a globais (WHO, 2022¢).

Diante deste cenario, o Ministério da Saude convocou equipes para
elaboracao de levantamento do estado da arte da vigilancia genémica no ambito da
Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), tendo como produto final uma proposta de
estratégia de atuacado da SVS para fortalecer a vigilancia genémica do SARS-CoV-2
no Pais (BRASIL, 2021).

Desta forma, houve orientacdo da rede de vigilancia epidemiologica e
laboratorial de todo Pais quanto ao fluxo e ao critério para sequenciamento de
amostras e padronizagdo do envio dos resultados além de proposto estratégia de
formacao da vigilancia em saude do Sistema Unico de Saude (SUS) sobre vigilancia
gendmica (BRASIL, 2021).
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3.1  Mapeamento genémico do Sars-CoV-2 no Mato Grosso do Sul no

periodo de margo de 2020 a fevereiro de 2022.
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Fonte: LACEN MS/2023.

3.1.2 SARS-COV-2 e a variante Omicron

Desde o primeiro sequenciamento do genoma em janeiro de 2020, a vigilancia
genbmica tem sido usada para compreender a evolugao, a diversidade genética e a
epidemiologia (incluindo transmissibilidade, mortalidade e prognéstico) do
SARS-CoV-2. Em margo de 2023, aproximadamente 13,7 milhdes de sequéncias
genbmicas do SARS-CoV-2 estavam disponiveis na base de dados GISAID. O
principal objetivo do monitoramento gendmico é rastrear mutagdes e a dispersao de
variantes do SARS-CoV-2 (OPAS, 2021).

Durante a pandemia de COVID-19, mutagdes no genoma do SARS-CoV-2
contribuiram para alteragées na dindmica pandémica causadas pelo surgimento de

variantes que proporcionaram novas ondas da doenga (PADILHA et al., 2023).
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A variante Omicron, linhagem B.1.1.529, foi a quinta variante de preocupagao
(VOC) designada pela OMS. Sendo primeiramente identificado em 23 de novembro
de 2021, em uma amostra que fora coletada no dia 09 do mesmo més, por meio do
sequenciamento de genoma para investigar um aumento exponencial no numero de
casos na Africa do Sul, onde os casos diarios atingiram 274 em 11 de novembro
para 1.000 com o passar de apenas 15 dias (VAUGHAN et al., 2021).

No dia 26 de novembro a variante Omicron foi classificada como uma variante
de preocupacédo (Wei et al., 2021). Apds isso, esta foi identificada em 185 paises
(Cov-Lineages, 2021). No Brasil, o primeiro caso confirmado da variante ocorreu em
12 de dezembro de 2021. Apds esse momento, ela se disseminou rapidamente por
todo territorio brasileiro e foi responsavel pelo recorde no numero de casos na
pandemia, com mais de 3 mil casos positivos para infecgao registrados em um
mesmo dia (ZEISER et al., 2022).

A variante Omicron é caracterizada por apresentar um numero elevado de
mutacdes em relagdo a cepa inicial Wuhan-Hu-1 e outras VOCs, incluindo T91 no
envelope, P13L, E31del, R32del, S33del, R203K, G204R na proteina do
nucleocapsideo, D3G, Q19E, A63T na matriz, N211del/L212], Y145del, Y144del,
Y143del, G142D, T95I , V70del, H69del, A67V em NTD, Y505H, N501Y, Q498R,
G496S, Q493R, E484A, T478K, S477N, G446S, N440K, K417N, S375F, S373P,
S371L, G339D em RBD, D796Y no peptideo de fusdo do pico, L981F, N969K,
Q954H na repeticdo heptada 1 da proteina spike, bem como outras mutacdes nas
proteinas néo estruturais (Van Doremalen et al., 2020). Analises da sequéncia do
genoma da Omicron sugerem que ela ndo é derivada de nenhuma das variantes que
circulam atualmente e aparentemente apresenta uma origem diferente (WEI et al.,
2021).

A variante Omicron compartilha mutacdes RBD com outras VOCs, como as
mutacbes N501Y e K417N que conferem afinidades a ligagdo a ECA2 (enzina
conversora de angiotensina Il) aumentadas e reduzidas, respectivamente. Essa
variante apresentou afinidade a ECAZ2 similar a Delta, indicando evolugdo na
capacidade de se ligar ao receptor de forma eficaz. As interagées envolvendo as
novas mutacdes nos residuos 493, 496, 498 e 501 mostraram restaurar a eficiéncia
da ligagdo a ECA2, que seria perdida como resultado de outras mutagdes, como
K417N. Além disso, o numero intrigante de mutagbes na proteina spike parece

conferir amplo escape de anticorpos em relagdo as variantes emergidas
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anteriormente do SARS-CoV-2 (MANNAR et al., 2022).

A primeira subvariante conhecida como BA.1 era a versao circulante mais
comum da Omicron, mas uma subvariante geneticamente distinta conhecida como
BA.2 se espalhou rapidamente por todo o mundo. BA.2 difere de BA.1 em sua
sequéncia génica, bem como diferengas na sequéncia de aminoacidos na proteina
spike e outras proteinas. Pesquisas indicaram que BA.2 seja mais transmissivel do
que BA.1, no entanto esta diferenca parece ser menor que a diferenca de
transmissibilidade entre BA.1 e Delta. Pesquisas sobre reinfeccdo em nivel
populacional indicam que a infecgdo com BA.1 apresenta forte protecdo contra a
reinfeccdo por BA.2, mas a BA.2 pode causar formas mais graves da doenga. Nos
paises em que a imunidade vacinal ou infecgao natural é alta, ndo houve diferenca
na gravidade da doenga entre BA.2 e BA.1 (WHO, 2022e).
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OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Identificar o panorama gendmico e fornecer informagdes sobre a prevaléncia
e os padrdes de transmissédo da variante Omicron (SARS-CoV-2) circulantes em

Mato Grosso do Sul.

1.2 Objetivos especificos

e Realizar o sequenciamento em tempo real para obtengdo do genoma completo do
SARS-CoV-2 circulantes;

e Representar através da analise filogenética padrdes de disseminagao e transmissao
da variante Omicron na regio;

e Especificar a distribuicdo das sublinhagens do SARS-CoV-2 no estado do Mato

Grosso do Sul ao longo do tempo.
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RESULTADOS

Os resultados obtidos na presente dissertagdo serdo apresentados sob a
forma de artigo cientifico publicado na revista Viruses
(https://doi.org/10.3390/v15071604) conforme listado abaixo:

Artigo 1:

Unveiling the Circulation of the Omicron Variant through Retrospective Genomic

Surveillance in Mato Grosso do Sul, Brazil.
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Abstract: Genomic surveillance has emerged as a crucial tool in monitoring and understanding
the dynamics of viral variants during the COVID-19 pandemic. In the Midwest region of Brazil,
Mato Grosso do Sul has faced a significant burden from the SARS-CoV-2 epidemic, with a total of
613,000 confirmed cases as of June 2023. In collaboration with the Central Public 1lealth Laboratory
in the capital city of Campo Grande, we conducted a portable whole-genome sequencing and
phylodynamic analysis to investigate the circulation of the Omicron variant in the region. The study
aimed to uncover the genomic landscape and provide valuable insights into the prevalence and
transmission patterns of this highly transmissible variant. Qur findings revealed an increase in the
number of cases within the region during 2022, followed by a gradual decline as a result of the
successful impact of the vaccination program together with the capacity of this unpredictable and
very transmissible variant to quickly affect the proportion of susceptible population. Genomic data
indicated multiple introduction events, suggesting that human mobility played a differential role in
the variant’s dispersion dynamics throughout the state. These findings emphasize the significance of
implementing public health interventions to mitigate further spread and highlight the powerful role
of genomic monitoring in promptly tracking and uncovering the circulation of viral strains. Together
those results underscore the importance of proactive surveillance, rapid genomic sequencing, and

data sharing to facilitate timely public health responses.
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1. Introduction

The Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is a highly
contagious coronavirus that emerged in late 2019, causing a global pandemic of acute res-
piratory illness known as “coronavirus disease 2019" (COVID-19) and posing a significant
thrcat to human health. The discasc was first reported in Wahan, Hubei provinee, China,
with the World Health Organization declaring it a global public health emergency on 30 Jan-
uary 2020 [1,2]. Brazil confirmed its first case on 26 February 2020, followed by community
transmission nationwide on 20 March 2020 [1,3]. Mato Grosso do Sul, situated in the Mid-
west region of Brazil, has experienced a substantial burden from the SARS-CoV-2 epidemic,
with a total of 613,000 confirmed cases as of June 2023, As a crucial corridor for wildlife
movement between different biomes, the state plays a pivotal role in maintaining biodiver-
sity. Thus, implementing genomic surveillance can aid in identifying genetic interactions
and gene flow between species, supporting conservation efforts, and preserving genetic
integrity also considering that the Pantanal, one of the world’s largest tropical wetland
areas, flourishes in Mato Grosso do Sul. In the context of the SARS-CoV-2 epidemic, the
state has responded quickly by implementing various measures, such as social distancing,
mask-use promotion, and localized lockdowns. Increased testing capacity and improved
contact tracing efforts have also been essential [4]. Different variants, including variants of
concern (VOCs), variants of interest (VOIs), and variants under monitoring (VUMs), have
been identified in the state throughout the epidemic progression, [5]. However, the genomic
diversity and the evolution dynamics of the SARS-CoV-2 Omicron wave in the state of Mato
Grosso do Sul remain largely unknown. To address this gap, we conducted a collaborative
study with the Central Public Health Laboratory in the capital city of Campo Grande.
Our study involved portable whole-genome sequencing and phylodynamic analysis to
investigate the spread and transmission patterns of the Omicron variant in the region. This
research has provided insights into the expansion of this lineage in the state, revealing a
complex transmission dynamic characterized by the co-circulation of different sublineages.
In addition to shedding light on the Omicron variant, our study scrves as a proof-of-coneept
for the value of portable sequencing technologies in local capacity building and public
health efforts.

2. Materials and Methods

n

2.1. Sample Collection and Molecular Diagnostic Assays

Convenience clinical samples were collected between January and February 2022 from
individuals suspected of SARS-CoV-2 infection and were included in our genomic surveillance
framework for real-time monitoring of circulating SARS-CoV-2 variants in the region [5].
Nasopharyngeal swabs were ulilized to extract viral RNA, which was subsequently subjected
to analysis using the Charité SARS-CoV2 (E/RP) assay provided by Bio-Manguinhos. This
assay specifically targeted the E gene and was made available by the Brazilian Ministry of
Health (BrMoH) and the Pan-American Health Organization. The samples were collected for
both diagnostic purposes and whele genome sequencing analysis.

2.2, cDNA Synthesis and Whole-Genome Sequencing

Samples were chosen for sequencing based on a Ct value (<30) and the availability of
epidemiological metadata, including the date of sample collection, sex, age, and municipality
of residence. The SARS-CoV-2 genomic libraries were prepared using nanopore sequencing.
Complementary DNA (cDNA) synthesis was performed using the SuperSeript IV Reverse
Transcriptase kit (Invitrogen, Waltham, MA, USA) following the manufacturer’s instructions.
The generated cDNA underwent multiplex PCR sequencing using the Q5 Iigh-Fidelity
Llot-Start DNA Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) and a set of specific
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primers designed by the ARTIC Network for sequencing the complete SARS-CoV-2 genome
(Artic Network version 3) (Quick, J, 2020). PCR conditions have been previously reported [3].
All experiments were conducted within a biosafety level 2 cabinet. Amplicons were purified
using 1x AMPure XP beads (Beckman Coulter, Pasadena, CA, USA) and quantified with a
Qubit 3.0 fluorimeter (Thermolisher, Waltham, MA, USA) using the Qubit dsDNA HS assay
kit (ThermoFisher). IDNA library preparation was carried out using the ligation sequencing kit
LSK109 (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, UK) and the native barcoding kit (NBD104
and NBD114, Oxford Nanopore Technologics). The prepared sequencing librarics were loaded
onto an R9.4 flow cell (Oxford Nanopore Technologies). In each sequencing run, negative
controls were included to prevent and detect possible contamination, with a mean coverage
of less than 2%.

2.3, Generation of Consensus Sequences

The raw files from Oxford Nanopore sequencing were basecalled using Guppy v3.4.5,
and barcode demultiplexing was conducted using qeat. Consensus sequences were then
generated through de novo assembly using Genome Detective [6].

2.4. Phylogenetic Analysis

Linecage assignment was conducted using the Phylogenetic Assignment of Named
Global Outbreak Lincages tool (PANCOLIN) [7]. The newly generated sequences from this
study were compared to a diverse pool of 2986 genome sequences collected worldwide
up until 2 June 2023. Due to the extensive amount of available data and the uneven
distribution of strains from different regions, countries, and continents, we utilized the
Subsampler tool, available at https:// github.com/andersonbrito /subsampler (accessed on
10 July 2023), which enabled us to perform random subsampling of sequences per country
based on case counts over the study period. By doing so, we ensured that our samples
were geographically, temporally, and epidemiologically representative. Furthermore, the
subsampling within this scheme was conducted using a baseline function, which allowed
us to determine the proportion of cases we aimed to sample. This process was carefully
designed to maintain the overall characteristics and diversity of the data while minimizing
potential biases. All sequences were aligned using the ViralMSA tool [8] and the maximum
likelihood approach was employed for phylogenetic analysis using IQ-TRILE 2 [9]. To abtain
a dated tree, '[ree’lime [10] was employed, employing a constant mean rate of 8.0 x 10~
nucleotide substitutions per site per year, after removing outlier sequences.

2.5. Epidamiological Data Assesmient

Data from weekly notified cases of infection, deaths, and hospitalization by SARS-
CoV-2 in the state of Mato Grosso do Sul were supplied by the Brazilian Ministry of Health,
as made available by the COVIDA network at https://github.com /wcota/COVID19br
(accessed on 10 July 2023).

3. Results

The SARS-CaoV-2 epidemic in the state of Mato Grosso do Sul consisted of four distinet
main waves (Figure 1), resulting in over 613,000 thousand cases and 11 thousand deaths as
of June 2023. The initial wave spanned from May 2020 to September 2020 and exhibited the
circulation of various ancestral lincages (Figures 1 and 2) [3].

The second wave, which occurred from October 2020 to December 2020, was driven
by the emergence and rapid spread of the P2 (Zeta) variant under monitoring (VUM).
In contrast, the third wave (December 2020 to May 2021) was primarily caused by the
introduction of the Gamma (I.1) variant of concern (VOU), resulting in a significant increase
in the number of reported cascs and deaths in the country [11]. However, as the Delta
VOC was introduced in late April 2021, the number of cases and deaths started to decline
(Figure 1) [12]. Following these waves, the fourth major wave occurred in late November
2021 with the emergence of the Omicron variant as the newest VOC. Our data suggest
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that the Omicron wave experienced a rapid peak followed by a swift decline, possibly
indicating the successful impact of the vaccination program [13]. Additionally, the highly
transmissible nature of the Omicron variant played a significant role in swiftly affecting a
large portion of the susceptible population.
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Figure 1. Dynamics of the SARS-CoV-2 epidemic in the state of Mato Grosso do Sul. (A) Number of
daily COVID-19 cases and the number of hospitalization rates in time; (B) number of daily COVID-19
deaths and the number of hospitalization rates in time.

Furthermore, our analysis of the total number of cases, deaths, and COVID-19-related
hospitalizations revealed that the age group between 20 and 59 years bore the highest dis-
case burden from February to May 2021. This spike in cases coincided with the circulation
of the Gamma variant, which overwhelmed healthcare facilities at both the national and
regional levels, primarily impacting the susceptible population.

In order to retrospectively reconstruct the transmission dynamic of the Omicron
variant in the state of Mato Grosso do Sul, a total of 69 near-full genome sequences were
obtained from SARS-CoV-2 RT-qPCR positive samples as part of this study. The sequencing
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spanned from January to February 2022, and samples were collected from 10 distinct cities

across the state (Figure 2A).
These samples comprised 41 females and 28 males (Table 1), with a median age of

41.0 years (range: 11 to 91 years).
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Figure 2, Genomics and epidemiological reconstruction of SARS-CoV-2 Omicron sublineages circu-
lating in the state of Mato Grosso do Sul. (A) Spatial distribution of SARS-CoV-2 genomes obtained in
this study; (B) SARS-CoV-2 sequencing statistics: percentage of SARS-CoV-2 genomes sequenced plot-
ted against RT-qPCR Ct value for each sample (n = 69). Tach circle represents a sequence recovered
from an infected individual in Mato Grosso do Sul. Colored circles correspond to lineage assignment;
(C) progressive distribution of SARS-CoV-2 BA.1 sublineages in the state of Mato Grosso do Sul
over time; (D) time-resolved maximum-likelihood tree of SARS-CoV-2, including a representative
worldwide subsample of genomes (n = 2986) collected up to 2 June 2023. The genomes are color-coded
according to lineages (VOU and ancestral lineages) as indicated in the legend on the top right. The
genome generated in this study is highlighted in the tree with a white fill and a red circle.
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Table 1. Epidemiological data the 69 SARS-CoV-2 samples sequenced as part of this study.

D] cT State  Collection Date Sex Age Reads Coverage Depth of Coverage Lineage Accession ID

LIBSARSMS? barcodel212022-01-24 23 MS 24 January 2022 M 48 60,759 99.1 1104 BA.1.14 EPI ISL 17885390
LIBSARSMS2 barcodel6 | 2022-02-11 21 MS 28 January 2022 F 57 7159 91 141.7 BA.1.14 EPI ISL 17885391
LIBSARSMS2 barcodel712022-01-27 25 MS 27 January 2022 F 43 91,596 99 1666.2 BA.1 EPI ISL 17885392
LIBSARSMS2_barcodel912022-01-24 21 M5 25 January 2022 F 11 103,201 98.6 1885.8 BA.1 EPI_ISL_17885393
LIBSARSMS2 barcode2(12022-01-25 27 MS 25 January 2022 M 3 3271 71.8 79.4 BA.1.15 LPLISL, 178853 94
TIBSARSMS2 harcade2112022-01-25 27 MS 25 January 2022 M 37 5427 82.4 119.8 BA.1.14 EPT_ISI,_ 1788539

LIBSARSMS2 barcode2212022-01-25 18 MS 25 Lmunr\ 2022 F 18 138,324 98.8 2606.4 BA1 EPI ISL 1788’%3%
LIBSARSMS2_barcode2312022-01-25 2 MS 25 January 2022 F 2F 15,665 91 349.3 BA.1 EPI ISL. 17885397
LIBSARSMS2_barcode2512022-01-27 18 Ms 26 January 2022 F 20 82,194 96.1 1525.3 BA.1.15 EPI_ISL._17885398
TIBSARSMS2_barcode26 1 2022-01-26 23 MS 26 Idnl]ary 2022 T 7 54,957 953 1037 BA1 FEPT_ISI,_17885394
LIBSARSMS2_barcade2712022-01-28 22 MS 27 ]ammr_y 2022 M R2 69 658 992 1261.8 BA.1.14 EPI_ISL_17885400
LIBSARSMS2 barcode2812021-12-29 24 MS 27 January 2022 M 54 63,882 99 1162.4 BA.1.14 EPT IS1. 17885401
LIBSARSMS2. barcode2912022-02-03 24 MS 26 January 2022 F 61 36,138 96.8 672.6 BA.1.14 EPI ISL. 17885402
LIBSARSMS2_barcode3012022-02-04 25 Ms 26 January 2022 I 57 1383 84.2 135.5 BA1 EPI_ISL._17885403
TIBSARSMS2 barcode32 | 2022-02-04 27 MS 26 January 2022 M 37 8017 88.6 157.5 BA1 FPT IST, 17885404
[IBSARSMS2 barcoded4 | 2022-01-20 2 MS 26 January 2022 M 24 15,481 83.4 331.3 BA 1P 1S1, 17885405
LIBSARSMS? barcade3s|2022-02-03 20 MS 26 January 2022 M 34 47,285 97.9 870.2 BAA EPT ISL 17885406
LIBSARSMS2 barcode36 |2022-02-03 19 MS 26 January 2022 M 35 58,617 97.9 1082.5 Bal EPI ISL 17885407
LIBSARSMS2 barcode37 | 2022-02-03 17 MS 26 January 2022 F 37 199,034 99.7 3576.7 BA1 EPI_ISL 17885408
LIBSARSMS2 barcode3$ | 2022-02-03 20 MS 26 January 2022 M 53 85,187 98.8 1561.2 BA1 EPI ISL 17885409
[IBSARSMS2 barcode3¥12022-01-31 27 MS 27 January 2022 Ii 20 2722 78 60.3 BA.1.20 1P 1S, 17885410
LIBSARSMS2 barcodedl | 2022-02-04 21 MS 27 January 2022 Ii 54 78,674 94.8 1483.9 BA.1.14 LR ISL, 17885411
LIBSARSMS2 harcoded2 | 2022-02-04 17 MS 27 January 2022 F 37 77 568 97.9 1429.8 BA11 EPI ISL 17885412
LIBSARSMS2 barcoded3|2022-02-04 26 M5 27 January 2022 F 54 12,672 91.3 248.5 BA.1 EPI ISL 17885413
LIBSARSMS2_barcoded4 1 2022-02-04 18 MS 27 January 2022 M 2 164,942 99 5 24957.3 BA1.1 EPI ISL. 17885414
LIBSARSMS2_barcoded5 | 2022-02-04 17 MS 27 January 2022 M 19 141,215 99.5 2541.5 BA.1.14 EPL_ISL_17885415
LIBSARSMS2 harcadedé | 2022-02-04 20 MS 27 January 2022 M 64 112,016 99.9 2027 6 BA.1.1 LPLISL, 17885416
LIBSARSMS2_barcaded712022-03-17 20 MS 28 ]./mual.y 2022 M 57 23,799 95.8 446.7 BA.1.14 EPI_ISL,_17885417
LIBSARSMS2 barcoded812022-01-29 19 MS 28 January 2022 F 19 166,009 99.3 2998.2 BA11 EPT ISI. 17885418
LIBSARSMS2_barcoded9|2022-01-27 18 MS 27 January 2022 F 65 20,051 91.4 398.1 BA.1.1 EPI_ISL,_17885419
LIBSARSMS2_barcodeb012022-01-27 19 MS 27 January 2022 I 3 121,892 99 2209.4 BA.1.14 EPI_ISL._17885420
TIBSARSMS2 harcodes1 1 2022-01 77 17 MS 27 January 2022 T 54 188,893 98.7 3464.9 BA.1.14 FPT IST. 17885421
LIBSARSMS2_barcodeb212022-01-2 18 MS 27 January 2022 M 24 81,577 99.5 1477.2 BAA EPI_ISI_17885422
LIBSARSMS?2 barcadeb3 |2022-01- 2"' 18 MS 27 January 2022 F 36 160,723 99.2 2908.4 BA EPT ISL 17885423
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Table 1. Conf.

1D

LIBSARSMS?2_barcodeb5 | 2022-01-27
LIBSARSMS2_ barcodebs | 2022-01-27
LIBSARSMS2_barcodeb712022-01-27
LIBSARSMS2 barcodeb812022-01-21
LIBSARSMS2 bharcodehd | 2022
LIBSARSMS2 bharcode60 | 20
LIBSARSMS? harcode6
LIBSARSMS2 barcode62 | 2022-01-28
LIBSARSMS2 barcode63 | 2022-01-27
LIBSARSMS2 barcode6512022-01-27
LIBSARSMS2 harcode6é | 2022-02-02

LIBSARSMS2 harcode6? | 2022-02-02
LIBSARSMS2 barcode6812022-01-18
LIBSARSMS2_barcode69 | 2022-03-15
LIBSARSMS2_barcode7012022-03-13
TIBSARSMS2 barcode71 | 2022-02-07
LIBSARSMS2 harcode7212022-03-31
LIBSARSMS2 barcede?312022-01-31
LIBSARSMS2 barcode7412022-01-31
LIBSARSMS2_barcode76 | 2022-01-24
LIBSARSMS2 barcode7812022-02-04
LIBSARSMS2 barcode79 | 2022-02-04
LIBSARSMS2 harcode8012022-01-29
LIBSARSMS2 barcode8112022-01-29
LIBSARSMS2_barcode8212022-01-29
LIBSARSMS2 barcode8312022-01-29
[ IBSARSMS2 bharcode8412022-(1-29
LIBSARSMS?2 harcode8612022-01-29
LIBSARSMS2 barcode8712022-01-29
LIBSARSMS2 barcode8812022-01-29
TLIBSARSMS2_barcode%0 | 2022-01-29
LIBSARSMS2_barcode91 | 2022-01-29

LIBSARSMS2_harcode93|2022-01-29

LIBSARSMS2_ barcode94 | 2022-01-18

LIBSARSMS2 barcode9512022-01-01

CT

19
16
19
20

20

16

State

MS
MS
Ms
Ms
M5
MS

Collection Date

27 January 2022
27 January 2022
27 January 2022
28 January 2022
28 January 2022
25 January 2022
31 January 20

ja}
M

28 January
27 January
28 January
2 lebruary
2 February
31 January
30 January
30 January
31 January
31 January
31 January
30 January
1 February
1 February
1 l'ebruary 2022
29 January 2022
29 January 2022
29 January 2022
29 January 2022
29 January 2022

[ RISV I T SV R O (SR B
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29 January 2022
29 January 2022
29 January 2022
29 January 2022
29 January 2022
29 January 2022
29 January 2022
29 January 2022

o
@
b3

KKK

=

T m<e =

M

Age

63

Reads

28,809
54,509
64,896
68,573
77,921
1494
180,831
36,276
74,361
198,829
13,165
33,181
11,165
266,105
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All tested samples contained sufficient viral genetic material (>2 ng/ul) for library
preparation. The average PCR cycle threshold (Ct) value for positive samples was 20.75
(range: 10 to 30). Sequences had a median genome coverage of 94% (range: 72 to 99.99),
with samples that had lower Ct values generally exhibiting higher average genome coverage
(Figure 2B). Detailed epidemiological information and sequencing statistics of the generated
sequences can be found in Table 1. Based on the propesed dynamic nomenclature for SARS-
CaV-2 lineages, the sequences were assigned to six different Omicron BA.T PANGO-lineages
(Higure 2C and Table 1). Novel genome sequences have been submitted to GISAID following
the WHO guidclines (Table 1) (version 4.2). Phylogenctic inference, combining our novel
isolates with a representative dataset available on GISAID (https://www.gisaid.org /) up
to 2 June 2023, revealed that the newly obtained genomes belong to different SARS-CoV-2
Omicron BA.1 sublineages (Tigure 212), which were interspersed with those introduced from
several countries (Higure 213). This pattern indicates multiple introduction events highlighting
how critical integrating genome sequence with human mobility data will be to promptly
reconstruct and track the transmission dynamics of those emerging strains. (Figures 1 and 2).

4. Discussion

Genomic surveillance is of pivotal importance in monitoring SARS-CoV-2 variants and
informing public health responses. Variants of concern (VOCs) have had a significant im-
pact on the severity of COVID-19, therapeutic approaches, and vaccination efforts [3,14-17].
These variants are characterized by increased transmissibility and the potential to affect
discase scverity. Specific mutations, such as N501Y and E484K, have been identified as
contributing to enhanced transmissibility and immune evasion. Therefore, continuous
monitoring and regular updates in therapeutic strategies are essential to effectively address
these evolving variants.

To assess the impact of the Omicron variant in Mato Grosso do Sul, a state located
in the Midwest region of Brazil, we conducted onssite training in genomic surveillance in
collaboration with the states Public Health Laboratory. Through this collaboration, we were
able to generate 69 newly SARS-CoV-2 complete genome sequences. Qur analysis revealed
four waves of the SARS-CoV-2 epidemic in the state, with each wave characterized by
the circulation and replacement of different viral strains [11,17]. Consistent with previous
findings, the Gamma variant was associated with a significant increase in reported cases
and deaths in the state, particularly among individuals aged 20-59 (Figure 1).

Our data demonstrated that the emergence of the Omicron variant coincided with the
fourth major wave, exhibiting a distinct pattern of a rapid peak followed by a swift decline
(Figure 1). This trend can be attributed to several factors. The vaccination program played
a crucial role in reducing illness severity and transmission, as a significant portion of the
population had received vaccination doses by the time the Omicron variant emerged. The
highly transmissible nature of the Omicron variant contributed to exponential growth in cases,
but the number of susceptible individuals decreased due to vaccination or prior infection [18].

Genomic monitoring in our study additionally identificd distinet Omicron sublincages
(Table 1 and Figure 2), indicating complex transmission dynamics influenced by the co-
circulation of multiple viral strains. Human mobility played a significant role in the
dissemination of these sublineages, facilitated by Mato Grosso do Sul’s geographical
location as a border region and active trade and travel routes [19]. Understanding the
impact of human mobility on variant introduction and dissemination is crucial for effective
public health interventions.

In conclusion, this study emphasizes the significance of genomic monitoring in com-
prehending the transmission dynamics of emerging variants. Further advancement in the
ficld of genomic surveillance neeessitates investigation in several arcas and should focus on
long-term genomic monitoring to track the evolutionary trajectory and potential changes
in viral genetic characteristics. Comparative genomic analyses across different regions and
countries will also be crucial to identify geographic-specific patterns and inform targeted
public health interventions. Exploring the role of host genetic factors and their interplay
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with viral cvolution will further enhance our understanding of susceptibility, discase sever-
ity, and vaccine response. Lastly, expanding genomic surveillance to include animal hosts
and environmental samples in a One IHealth approach can facilitate early detection and
response to zoonotic transmission.
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6. CONCLUSAO

A vigilancia gendmica € uma ferramenta indispensavel no monitoramento das
variantes do Sars-CoV-2 e na preparacao de respostas oportunas em Saude Publica
uma vez que tém a capacidade de identificar fatores relacionados a
transmissibilidade e potencial gravidade da doenca.

Com base no sequenciamento completo do genoma do Sars-CoV-2 no estado
do Mato Grosso do Sul detectou-se 4 principais ondas de casos de COVID-19.
Sendo a primeira onda (maio a setembro de 2020) caracterizada por linhagens
ancestrais. A segunda onda (outubro a dezembro de 2020) com identificagdo da
variante P.2 (zeta). Na terceira onda (dezembro de 2020 a maio de 2021) em que
houve a introdugdo da variante P.1 (gama) e a quarta grande onda (final de
dezembro de 2021 a margo de 2022) representada graficamente por um rapido pico
e declinio, ocasionada pela variante émicron.

A analise filogenética revelou que os genomas encontrados pertenciam a
diferentes sublinhagens Omicron BA.1 que foram intercaladas com as identificadas
em outros paises no mesmo periodo. As 69 amostras sequenciadas pertenciam aos
seguintes municipios: Campo Grande, Corumba, Jardim, Porto Murtinho, Rio
Brilhante, Trés Lagoas, Ponta Pora, Costa Rica, Taquarussu e Coronel Sapucaia.

No periodo de coleta das amostras sequenciadas no estudo (janeiro e
fevereiro de 2022) havia predominancia na circulagdo das seguintes sublinhagens
BA.1 do Sars-CoV-2: BA.1, BA.1.1, BA.1.14, BA.1.15, BA.1.20, BA.1.5.

O monitoramento gendmico indicou dinamicas de transmissdo complexas
influenciadas pela co-circulacdo de multiplas cepas virais. A mobilidade humana
desempenhou papel significativo na disseminag¢ao das sublinhagens favorecida pela
localizacdo geografica do Estado que possui fronteiras secas com dois paises, além
de ser rota comercial e de viagens.

Mutagdes do virus foram identificadas como fatores que contribuem para
maior disseminagao, transmissao e evasao imunoldgica demonstrando a importancia
de revisdes terapéuticas periddicas e monitoramento das variantes em evolugao.

A estratégia bem sucedida do programa de vacinagdo desempenhou um
papel importante na redugdo dos casos graves, transmissdo da doenga e duragao
da onda no momento em que a variante Omicron surgiu no Estado.

A pandemia da COVID-19 nao sera a ultima emergéncia de saude enfrentada
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pela humanidade. A ameaca de novas pandemias a curto e médio prazo € alta em
decorréncia do surgimento de novas variantes. Para nos prepararmos melhor para o
futuro, é fundamental que aprendamos com os desafios e licbes desta crise global.
Gradativamente, detectamos areas em que devemos estar melhor preparados para

enfrentar futuras emergéncias de saude com eficiéncia.
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ANEXO A — ANUENCIA DA PESQUISA

GOVERNO DO ESTADO DE MATO GROSSO DO SUL
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE

ANUENCIA DE PESOUISA

O Senhor Secretirio Estadual de Sadde do Estadao de Mato Grosso do Sul, Dr. Geraldo Resende Percira,
CPF: 128.969,181-91, mutoriza a pesquisa “ViGeCoV® Micleo de vigilancia pendmica em tempo real do
SARS-CoV-2 no Brasil™. O projeto ¢ conrdenado pelo Dr. Loiz Carlos Junior Alcantara, pesquizador titular em
Satide Pablica. do Laboratirio de Flavivires do Tnstitote Oswalda Cruz da Fundagiio Oswalde Crus (LABFLA
- TOCIFIOCRUZ).

O ohjetive da proposta ¢ colaborar com o diagnastico de SARS-CoV-2 e arhoviroses circulantes, com
tinz de vigilaneia epidemioldgica do Estads e do Ministéria da Saide. Logo solicita-se o acesso as amostras do
Laboratorio Central de Satde Plblica (Lacen/MS) para fins de pesquisa na vigilineia dos surtos de importéncia
nacional & internacicnal, visando acelerar a produgdo de conhecimento e contribuir com a vigilincia, atendendo
a0s requisitos do Resolucio CONEP n* S10/2016. Para isto. esti autarizado o acesso vy instalagies ¢ amostras

do Lacen/MS para as atividades experimentais.

A SESMS. por melo do Lacen™S csta de acerdo com o projeto, ¢ solicita ser informada quando da
interrpelio da pesquisa, © que os resultados sgjam relatades no fluxe na Geréncia de Pesquisa, Extensio ¢
Inovagdo em Saide da Escola de Satde Pablica Dr. Jorge David Nasser {(ESP/MS). O Lacen™5 solicita ainda
que 05 pesquisadores consideram as sugesties da Comunicagio Interna n®13/2022 (anexe) para a realizacio da

pesquisa no cstkdo,

Campir Grande, Mate Grosso do Sul, 21 de janeiro de 2022,
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ANEXO B - PARECER DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Ploboforma
MINAS GERAIS %‘M

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: ViGeCoV2: Nicleo de vigilincia gendmica em tempo real do SARS-CoV-2 no Brasil

Pesquisador: Luiz Carlos Janior Alcantara

Area Temaitica:

Versdo: 5

CAAE: 32912820.6.1001.5149

Instituicdo Proponante: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.504 785

Apresentacio do Projeto:

Trata-se de EMEMNDA ao projeto de pesquisa que previa, em sua versdo original, investigar a dindmica de
dispersio em tempo real do SARS-CoV-2 nos estados de Minas Gerais (Sudeste), Mato Grosso
(CentroQeste), Pernambuco e Bahia (Mordeste). Diante do contexto da epidemia COVID-19, os
pesquisadores justificaram a necessidade da geragio em tempo real de dados gendmicos do SARS-CoV-2
para possibilitar o acompanhamento da dindmica de dispersio viral e, portanto, subsidiar o desenvolvimento
de aghes

estratégicas no sistema de salde pdblica, formando um nicleo de vigilincia gendmica em tempo real do
SARS-CoV-2 no Brasil.

A EMENDA prevé a ampliagio de objetivos para investigago de arboviroses, Conforme os pesquisadores
apontam no protocolo com proposta de EMENDA, as arboviroses apresentam manifestagbes severas que
podem ser facimente confundidas com as da COVID-19, tais como distdrbios hemodindmicos (hemorragias
e permeabilidade capilar anormal), cardiolégicos (miccardiopatias e faléncia hepdtica). desordens
neuroldgicas (meningo-encefalites, mielites, mieloneuropatias, sindrome de Guillan-Barre (GBS) e
encefalites). As arboviroses constituem um cendrio alarmante de salde publica no Brasil, nolificando até a
22" semana epidemiclogica de 2020, mais de 800 mil casos. Embora ocofra emergéncia constante de surtos
& intensa exposicio da populagio, a distribuigio de casos severos e dbilos notificados alé o momento
apresentou uma redugdo em comparagao ao oblido em 2018,

Enderego: Av. Pressdents Anbdnio Caros G627 2* Ad 51 2005

Bairmo: Unsdade Adminstrativa Il CEP: 31.270-901
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3400-4502 E-mail: coepprpg.ulmg br
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para 0 mesmo periodo. Contudo esse declinio

pode ser decorrenie da emergéncia e manejo simultdneo da epidemia de SARS-CoV2, em vista da
necessidade de mobilizagio dos sistemas de sadde. Devido aos fatores de co-circulagio de distinlos
arbovirus e epidemia concomitante de SARS-CoV-2 no Brasil, amplo espectro de manifestagbes clinicas,
polencialidade de evolugdo para casos Severos € com agravos, lorna-se vilal o monitoramento ativo dos
individuos

infeclados para realizar a caracterizagdo molecular e resposta imunologica do hospedeiro.

A HIPOTESE do estudo, com inclus@o da EMENDA, & que a geragio em tempo real de dados gendmicos e
transcriptdmicos de SARS-CoV-2 e arboviroses possibilita o acompanhamento da dindmica de dispersio
viral e compreensdo da reposta imunolégica decorrente da inleragdo patégenao-hospedeino e contribui com o
desenvolvimento de agbes estralégicas para a vigilincia gendmica e epidemiclogica pelo sistemna de salde
plblica.

A METODOLOGIA envolve uso de 1000 amostras bioldgicas (swab nasofaringeo, aspirado traqueal, lavado
broncoalvesclar, escarro ou de tecidos post mortem e sangue total) de COVID 19 dos estados de Minas
Gerais, Mato Grosso, Pernambuco e Bahia e 210 amostras de conveni&éncia para casos confirmados de

Conlinuacho do Parecer. 4 504 TES

arboviroses. Tais amostras sio excedentes de outros procedimentos de rotina relalives a vigilancia
epidemioldgica, que seriam habitualmente descartados, mas que ainda estio em condigbes de serem
utilizados para a pesquisa. As amostras serdo submetidas a técnicas de amplificagio para obtengio de
dados gendmicos @ transcripldmicos que serio depositados em bancos plblicos de dados primarios (NCBI
GenBank e GISAID). Dados clinicos e epidemiolégicos anonimizados (sem identificagiio nominal) referentes
4s novas sequéncias geradas ser@o inseridos, assim como as coordenadas geogréaficas que serdo
fundamentais para facilitar os estudos de dispersdo.

CRITERIOS DE INCLUSAQ: As amostras clinicas (swab nasofaringeo, aspirado traqueal, lavado
broncoalveolar, escarro ou de tecidos post moriem e sangue tolal) deverdo atender aos seguintes critérios
de inclusfo: 1) amostra positiva para SARS-CoV-2 com alta carga viral (ct < 35); 2) dados demograficos
devidamente preenchidos (local de coleta, sexo, idade, local de residéncia, cidade, pais); 3) dados clinicos
epidemiobégicos (incluinde as informagdes sobre o histérico de viagem); 4) data de coleta e inicio dos
sintomas. Para arboviroses circulantes, as amostras clinicas (sangue total) dever&o atender aos seguintes
critérios de inclusdo: 1) amostra positivas para arboviroses com resultade por PCR em tempo real; 2) dados
Demogréficos devidamente preenchidos (local de coleta, sexo, idade, local de residéncia, cidade,
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pais); 3) dados clinicos epidemiolégicos; 4) data de coleta e

inicio dos sintomas, Serdo coleladas amostras apenas de pacientes com idade igual ou superior a 18 anos.
CRITERIOS DE EXCLUSAQ: Os seguintes critérios de exclusao serdo aplicados para as amostras clinicas
(swab nasofaringeo, aspirado traqueal, lavado broncoalveolar, escarro ou de lecidos post mortem e sangue)
disponiveis: 1) casos suspeitos de COVID-19 com baixa carga viral (ct > 35); 2) dados demograficos
ausentes (local de coleta, sexo, idade, local de residéncia, cidade, pais); 3) auséncia de dados clinicos
epidemioldgicos (incluindo as informagies sobre o histdrico de viagem); 4) auséncia de informacgdes sobre
data de coleta e inicio dos sinlomas, Para arboviroses circulantes, as amostras clinicas (sangue lotal) serdo
aplicados os seguintes critérios de exclusio: 1) amostra sem resultado positivas confirmado para
arboviroses por PCR em lempo real; 2) dados demograficos ausentes (local de coleta, sexo, idade, local de
residéncia, cidade, pais); 3) auséncia de dados clinicos epidemioldgicos; 4) auséncia de informacgao sobre
data de coleta e inicio dos sintomas. Nao serdo coleladas amostras de pacientes com idade inferior a 18
anos.

Continuacso do Parecer. 4504785

Objetivo da Pasquisa:

Objetive Primario: Investigar a dindmica de dispers@o em lempo real e perfil transcriptémico para
Arboviroses & SARS-CoV-2 nos estados de Minas Gerais (SUDESTE), Mato Grosso (CENTRO-0ESTE),
Pemambuco e Bahia (NORDESTE).

Objetive Secundério: -Realizar o sequenciamento por nanoporos e andlise em tempo real para rapida
obtencdo de genomas completos do SARS-CoV-2 e arboviruses circulantes (em menos de 24h); -
Caracterizar 05 genomas complelos gerados para identificar possiveis marcadores de gravidade; -
Correlacionar as informagdes gendmicas geradas e o perfil clinico dos pacientes;-Forlalecer e capacitar as
plataformas de sequenciamento gendmico em tempo real dos Laboratdrio de Sadde Publica nos estados de
Minas Gerais, Mato Grosso, Pernambuco e Bahia; -ldentificar a existéncia de possiveis clados monofilélicos
representalivos das cadeias de lransmissao local; -Caracterizar a histdria evolutiva e a disseminagao
geografica e temporal do virus isolado nas diferentes regides ao longo do lempo auxiliando no controle
dessa pandemia; -Avaliar @ comparar a conlribuicao de fatores socio-demograficos e ecoldgicos na
dispersio do SARS-CoV-2; -Utilizar algoritmos de inteligéncia artificial (Machine Leamning) para rastrear
possiveis associagtes entre polimorfismos genélicos virais com diferentes desfechos clinicos; -Realizar
Docking Molecular
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com proteinas SARS-CoV-2 mutadas/projetadas com o receplor hospedeiro para avaliar as estruluras
cristalinas disponiveis e entender melhor como isso influencia a invasio celular; -Investigar se a pandemia
de SARS-CoV-2 nos diferentes estados do Brasil & resultado da lransmissao comunitaria e/ou de maltiplas
introdugdes independentes, a partir de outros estados/paises; -Implantar um banco de dados publico de
forma a facilitar o compartilhamento de dados para tomada de decisfes em sadde plblica; -Desenvolver
uma esfratégia de acompanhamento de salde, baseada em lranscriptémica para indrome febril

aguda relacionada as arboviroses e a SARS-CoV-2,-Detectar precocemente o impacto de possiveis viroses
emergenies e re-emergentes circu-lantes em individuos com sindrome febril aguda relacionada as
arboviroses e SARS-CoV-2 a partir de dados do perfil de expressdo génica global;-Caracterizar os genomas
de arbovirus e SARSCoV- 2 para identificar possiveis marcado-res moleculares associados a gravidade de
tals patégenos; -Analisar os perfis transcriptémicos obtidos para arbovirus e SARS-CoV-2 para idenlificar
possiveis genes candidatos associados & gravidade; -Realizar modelagem e dindmica molecular de

Conlimescho do Parecer: 4.504 TRS

proteinas-alvo para avaliar o impacto das mutagdes nos respeclivos genomas virais; -Analisar redes de
interagdo proteina-proteina (PPIs), correlacionando-as aos dados de expressdo génica global para cada
doenga.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

RISCOS: A exposicio dos pacientes incluides no projeto a algum tipe de risco € minima. Os participantes da
pesquisa estarfo sujeitos a um risco minimo de violagao do anonimato, de forma néo intencional, uma vez
que se trala de pesquisa nao intervencionista, para a qual serdo utilizadas amostras clinicas de
conveniéncia j& coleladas para diagndslicos de virus que causam sindrome respiratéria aguda grave &
doenga febril aguda como parte da rotina dos LACENSs participantes deste projeto. Tais amostras bioldgicas
sdo excedentes de oulros procedimentos de rotina relativos a vigilancia epidemiocldgica, que seriam
habitualmente descartados, mas que ainda eslio em condigbes de serem utilizados para a pesquisa. Para
minimizar os riscos e garantir a confidencialidade, as amostras dos pacientes serdo identificadas por um
numero de registro desle projeto apenas para validar a individualidade da informacfo. Dessa forma, as
amostras ndo serdo identificadas com o nome dos pacientes. Além disso, todos os dados coletados (idade,
sexo, estado, municipio, bairro, data de inicio dos sintomas e de coleta das amostras e sintomas) durante a
execucio desse projelo serdo manejados e analisados de forma andnima, sem identificagdo nominal dos
participantes da pesquisa, e serdo apreseniados de forma agregada, ndo permitindo a identificago
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individual dos pacientes. Os pesquisadoras, por sua vez estardo submetidos aos riscos relativos a
manipulagio de RMA viral extraido (inativado pelo processo de extragio por kits comerciais) a partir de
amostras bioldgicas com diagnoastico posilivo para o virus SARSCoV -2. Para minimizar os riscos & garantir
a salde dos pesquisadores, equipamentos de protegio individual (jaleco descartavel, luvas cinirgicas sem
pd, loucas descartdveis e mascaras descartdveis) serfo utilizados em lodas as etapas da pesquisa, além do
uso de cabines de seguranga bioldgica, conforme item 3.1 das

orientagies indicadas no comunicado do CONEP de 09/05/20 (SEI/MS - 0014765796). O fornecimento de
uma amostra de sangue & um procedimento simples, contudo existern alguns pequenos riscos associados a
oblengdo de amostra de sangue, incluindo o potencial de dor durante a insercdo da agulha, um pequeno
risco de hematomas & desmaios e um raro risco de infecgio. Em casos de solicitagio de volume sanguineo
maior, os possiveis riscos desse procedimento incluem pressfio arlerial baixa, tonturas e desmaios e
anemia. A coleta de esfregago (swab) nasal de concha média apresenta poucos riscos, podendo gerar
pequeno desconforto, mas ndo deve senlir nenhuma dor.

BENEFICIOS: Tecnolégico: A presente proposta contribuird para o desenvolvimenlto cientifico e tecnolégico
nacional a partir da aplicagio e consolidagdo de ferramentas computacionals e equipamentos de dltima
geragio na pesquisa de virus emergente e re-emergentes circulantes no Brasil. Inovagio: A implementagio
de prolocolos utilizando o sequenciador MinlON Oxford Nanopore para a rdpida caracterizagio do genoma
completo e perfil transcriptémico de SARS-CoV-2 e arboviroses circulantes permitira a identificagiio e
monitoramento em tempo real da dispersao desses paligenos nas diferentes regibes do Brasil, auxiliando a
avaliacio de agbes publicas, bem como permitira elucidar a interagdo e impacto da interagdo patdgeno -
hospedeiro na patogénese e desfecho clinico das infecgdes. Além disso, a elaboragio do banco de dados
proposto reforga a solicitagdo da OMS quanto a necessidade de acesso aberlo na ciéncia. Econdmico: Os
dados gerados podero ser utilizados para a idenlificacio de fatores de risco e progndstico para gravidade e
dbito as patologias virais, bem como para a melhoria das técnicas de diagnostico @ acompanhamento da
COVID-19 e arboviroses, diminuindo os custos para o sistema Onico de salde (SUS).Social: Os resultados
desse projeto permitirdo ao pais entender o impacto de padries de mutacio no conlrole da replicacio viral
e na interagdo com a célula hospedeira, bem comao ird avaliar a resposta imunoldgica dos pacientes
infectados frente as arboviroses e SARS-CoV-2, direcionando subsidios para a escolha adequada de agles
preventivas e intervengdes terapdulicas, trazendo um

Contnuacks do Parecer. 4,504 TBS
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beneficio direto ao paciente, ao servigo de atengio ao paciente e 4 comunidade. Além disso, pretendemos
fornecer sistematicamente boletins com informagdes epidemicldgicas para os orgdos pablicos de salde e
para a populagio em geral, para informar tanto as autoridades em salde quanlo a sociedade sobre a
pesquisa e os resultados que serdo alcangados a respeilo do cendrio epidemiolégico do SARSCoV-2 e
arboviroses circulantes nesles diferentes

estados. Dessa forma, o Ministério da Salde poderd lambém utilizar as informagdes geradas na base de
dados, produto desse estudo, para a adogS0 de campanhas contra as infecgbes causadas por estes virus,
favorecendo a qualidade de vida da populagdo & acompanhamento clinico dos infectados.

Continusgio do Parecer 4. 504 785

Comentérios ¢ Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante para a drea de Genélica com previsio de término em 01/08/2021.

As solicitagies do COEP foram atendidas: Foi apresentados 5 Termos de Conslituigiio de Biorrespositorio
referentes aos locais de coleta do material bioldgico.

Consideragbes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:

Foram apresentados Para a EMENDA:

- Carta de EMENDA, detalhando as alteragbes no protocolo (conforme discriminado na se¢io anterior)

- Formulario de Informagbes Basicas, com alteragdes resultantes da inclusdo do estudo de arboviroses e
com justificativa da EMENDA

<Documento de anudncias institucionais, contemplando aquelas incluidas no protocolo de EMENDA
((Secretaria de Saide de Feira de Santana-BA, Universidade de Washington)

-Projeto completo com alteragbes destacadas

-Formulario para preenchimento da equipe técnica — arboviroses

-Formulério para preenchimento dados do paciente - SARS-Cov-2

-Formulario para preenchimento da equipe técnica — arboviroses

~Formulério para preenchimento dados do paciente — SARS-Cov-2

~TCLEs para maiores de 18 anos, especificos para pacientes com SARS-Cov-2, com arboviroses, controle
SARS-Cov-2e controle arboviroses, em atendimento a pendéncia 4 abaixo.

- Termos de Constituicio de Biomrespositdrio (ha sugestdo de modelo no sile do CEP-UFMG).
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Continuscio do Parecer: 4.504. 785

Recomendacies:

Recomenda-se a aprovacio do projetlo de pesquisa.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:
Somos favordveis & aprovagio do projeto “ViGeCoV2: Nicleo de vigilncia gendmica em tempo real do
SARS-CoV-2 no Brasil® do pesquisador responsavel Prof. Dr. Luiz Carlos Jonior Alcintara,
Consideragdes Finais a critério do CEP:
Aprovado conforme parecer,

Tendo em vista a legislago vigente (Resolugiio CNS 466/12), o COEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alleragio do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocommido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagao relatdrios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar @ este Comité um
sumdrio dos resullados do projeto (relatério final).

QR ™

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéio
Informagbes Basicas|PB_INFORMAGDES_BASICAS_166113 14/01/2021 Aceilo
do Projeto 7 _El.pdf 22:06:23
Declaragio de Termo_Biorrepositorio_FS.pdf 14/01/2021 |Luiz Carlos Junior Aceito
Manuseio Material 21:56:16 |Alcantara
Biologico /

Biorepositrio |
Outros Carta_resposla_pendencias_jan2021.pd| 14/01/2021 |Luiz Carlos Jinbor Aceilo
1 E 21:41:39 | Alcantara
Declaragio de Termo_Biorrepositorio_PE.pdf 14/01/2021 |Luiz Carlos Janior Aceilo
Manuseio Material 21:40:22 | Alcantara
Biolégico /
Biorepositério /
Declaraco de Termo_Biorrepositorio_MT pdf 14/01/2021 |Luiz Carlos Junior Aceito
Manuseio Material 21:39:43 | Alcantara
Biolégico /
Biorepositdrio /
Biobanco
de Termo_Biorrepositorio_MG. pdf 14/01/2021 |Luiz Carlos Jinior Aceito
Manuseio Material 21:39:33 | Alcantara
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Bioldgico / Termo_Biorrepositorio_MG.pd! 14/01/2021 |Luiz Carlos Junior | Aceito
Biorepasitdrio / 21:39:33 | Alcintara
| Biobanco as i
Declaracio de Termo_Biorrepositorio HEM. pdf 14/01/2021 |Luiz Carlos Janior Aceito
Manuseio Material 21:39:23 | Alcantara
Bioldgico /
Biorepasitono /
| Biobanco
Declaracao de Termo_Biorrepositorio_BA_PDF 14/01/2021 |Luiz Carlos Junior Aceito
Manuseio Material 21:39:15 | AlcAntara
Bicldgico /
Biorepositono /
banco il
Projeto Detalhado /| projeto_detalhado_cep EM_jan2021.pdf] 14/01/2021 |Luiz Carlos Janior Aceito
Brochura 21:38:54 |Alcantara
Investigador i
Projeto Detalhado /| projeto_detalhade_cep EM_dez2020.pd| 09122020 |Luiz Carlos Janior Aceito
Brochiira f 14:20:46 | Alchntara
Investigador
Outros Carta_pendencias_EM_dez2020.pdf 091272020 |Luiz Carlos Janior Aceito
14:20:24 n
TCLE / Termos de  |TCLE_SARS_Pac_mod.pdf 08122020 |Luiz Carlos Janior Aceito
Assentimento / 13:47:29 |AlcAntara
Justificativa de
TCLE / Termos de | TCLE_SARS_Cont_mod. pdf 08/12/2020 |Luiz Carlos Janior Aceito
Assentimento / 13:47:15  |Alchntara
Justificativa de
TCLE / Termos de | TCLE_ARBO_Cont_mod.pdf 08M272020 |Luiz Carlos Janior Aceito
Assentimento / 13:46:58 |AlcAntara
Justificativa de
TCLE | Termos de | TCLE_ARBO_Pac_mod. pdf 08M272020 |Luiz Carlos Junior Aceito
Assentimento [ 13:45:16 |AlcAntara
Justificativa de
| Auséncia = e
Declaragio de ANUENCIAS Final_EM.pdf 09M1/2020 |Luiz Carlos Janior Aceito
Lconcordancia e 18:07:15 | AlcAntara
Qutros CEP_EMENDA_vf.pdf 011/2020 |Luiz Carlos Janior Aceito
_ N 17:41:38 | Alcantara
Projeto Detalhado /| Projeto_detalhado_ementa_vi_nov_202 | 09/11/2020 |Luiz Carlos Janior Aceito
Brochura 0.pdf 17:41:07 | Alchntara
Investigador
Qutros FORM_PESQUISA_ARBO_PAC. pdf 09/11/2020 |Luiz Carlos Junior Aceito
_ - i W 17:40:31 | AlcAntara
Qutros FORM_PESQUISA_ARBO_EQUIF.pdf 09M1/2020 |Luiz Carlos Janior Aceito
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Qutros FORM_PESQUISA_ARBO_EQUIP.pdf 17:40:03 |Alcantara Aceito
Qutros FORM_PESQUISA_SARS_PAC. pdf 09/11/2020 |Luiz Carlos Jinior Aceito
17:34:2 Alcéntara
Qutros FORM_PESQUISA_SARS_EQUIP.pdf 08/11/2020 |Luiz Carlos Janior Aceilo
_ 17:38:53 | Alcantara
TCLE / Termos de | TCLE_SARS_ARBO_EM_nov_2020.pdf| 09/11/2020 |Luiz Carlos Junior Aceito
Assentimento / 17:38:08 |Alcantara
Justificativa de
LAuséncia
Qutros Carta_Resposta_pendencias.pdf 02/07/2020 |Luiz Carlos Janior Aceito
14:50:31 | Alcantara
Outros TCUDs.pdf 02/07/2020 |Luiz Caros Janior Aceito
14:59:02 | Alcantara
Projelo Detalhado / | projeto_detalhade v2_julho2020.pdf 02/07/2020 |Luiz Carlos JOnior Aceito
Brochura 14:50:42 |Alcantara
Investi r
Parecer Anterior parecer_final. pdf 02/06/2020 |JOILSON XAVIER Aceito
13:19:24 |DOS SANTOS
JUNIOR
Projeto Detalhado [ | projeto.pdf 01/06/2020 |JOILSON XAVIER Aceito
Brochura 14:08:47 |DOS SANTOS
Lnvestigador JUNIOR
TCLE / Termos de | justificativa_ TCLE pdf 26/05/2020 [JOILSON XAVIER Aceito
Assentimento / 10:31:36 |DOS SANTOS
Justificativa de JUNIOR
LAuséncia
Folha de Rosto folhaderosto. pdf 26/05/2020 |JOILSON XAVIER Aceilo
10:30:47  |DOS SANTOS
JUNIOR
Situacdo do Parecer:
Aprovado
MNecessita Apreciacao da CONEP:
MNao

BELO HORIZONTE, 20 de Janeiro de 2021

Assinado por:

Corinne Davis Rodrigues

(Coordenador(a))
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