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Relatorio de situacao 19 de Maio de 2020

O Instituto Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge, I.P. (INSA) analisou até a data 558 sequéncias do genoma do

novo coronavirus SARS-CoV-2, obtidas de amostras colhidas em 46 laboratérios/hospitais representando 86

concelhos (Figura 1).

Distribuicao por “Clade”

A maioria dos virus (88.2 %) pertence ao clade A2, sub-clade A2a (Figura 2), o mais representado em toda a Europa. O
“clade” A2 é caracterizado pela mutacdo “aa D614G” ("nt A23403G") na proteina “Spike (S)” (Figure 2). Esta proteina é
responsavel pela entrada do virus SARS-CoV-2 nas células humanas, sendo também o principal antigénio deste virus
pandémico. O potencial impacto da mutacdo D614G na capacidade de transmissdo / viruléncia do SARS-CoV-2 esta a ser alvo
de monitorizagdo detalhada pela comunidade cientifica.

Outros clades também detectados incluem: Ala (6.5 %), A6 (0.5 %), B (3.0 %), outros perfis (1.8 %) (Figura 2). O clade Ala
apresenta uma dispersdo global, com maior frequéncia no Reino Unido. Paralelamente, em Portugal, foram detectados
genomas deste clade em varios Concelhos de Norte a Sul. Relativamente ao clade B, este é maioritariamente composto por
genomas detectados em Evora, os quais formam um sub-clade. Na Europa, o clade B apresenta uma maior frequéncia em
Espanha, sugerindo que a sua introducdo no Alentejo poderd ter tido origem neste pais. Os restantes genomas do clade B
formam outro sub-clade e apresentam um perfil genético frequente na Oceania, sendo congruente com o histérico de viagem
de alguns dos casos. Finalmente, o clade A6, frequente nos Paises Baixos, foi detectado exclusivamente na llha da Madeira,
sugerindo uma introducdo diferente dos restantes casos observados no arquipélago (ver “destaques” abaixo).

NOTA: A integracéo dos dados gendémicos de Portugal na diversidade a escala global foi feita com resurso a plataforma Nextstrain (https://nextstrain.org/ncov).

Nesta actualizagéo, para além da classificacdo por “Clade” (tal como aplicada na plataforma Nextstrain), foi incluida a classificacdo por “Linhagem” (Lineage), com
base na ferramenta "Phylogenetic Assignment of Named Global Outbreak Lineages (Pangolin)” (https://github.com/hCoV-2019/pangolin).

Mutacoes — balanco geral

O nimero médio de mutacdes (SNPs) por genoma (comparando com o primeiro genoma sequenciado na China;
MN908947.3) é de 8 (variando entre 1 e 13) mutacdes (Figura 3A), o que se enquadra dentro da taxa de mutagdo prevista
para este virus (i.e, cerca de 2 mutagdes por genoma por més). As mutagdes distribuem-se ao longo dos 29903 nucledtidos
gue constituem o genoma do novo coronavirus SARS-CoV-2 (Figura 3B), tendo sido ja detectadas mais de 400 mutacoes
distintas no conjunto dos 558 genomas analisados até a data.

40 mutagdes nao-sindnimas alteram a proteina “Spike (S)”, sendo que apenas duas delas (D614G e D839Y) estdo
presentes em mais de 15% dos virus analisados (88.2% e 18.6%, respectivamente). Curiosamente, enquanto que a
mutacdo D614G caracteriza o clade A2 altamente representado na Europa (Figura 2), a mutacdo D839Y ¢é exclusiva do
sub-clade ("A2a1_PT") que inclui a grande maioria dos genomas detectados em Ovar (Figura 2).

DESTAQUES

Observam-se miuiltiplos clusters filogenéticos congruentes com dados epidemiolégicos (ex, geografia, contactos
confirmados, etc) e outros sugestivos de potencial link epidemiolégico.

Observa-se um grande cluster (“A2a1_PT") constituido pela maioria dos genomas avaliados do concelho de Ovar. Este dado
sugere que a maioria dos casos de COVID-19 nesta regido tenha resultado de uma Unica introducdo do virus (inicio de Marco),
desencadeando uma grande cadeia de transmissao neste concelho. Este foco podera estar relacionado com o foco inicial no
Concelho de Felgueiras e ter progredido para outros locais, em particular o Distrito de Viseu, onde se detectaram ja alguns
genomas do mesmo sub-clade genético (Figura 4).

Analisaram-se até a data mais de 80 amostras provenientes dos arquipélagos. Na Madeira (Figura 5), a semelhanca dos
Acores, detectaram-se genomas pertencentes a varios clades, suportando a existéncia de distintas introducées do virus nas
ilhas, algumas das quais desencadeando transmissao local.
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Figura 1. Visdo global da diversidade genética e dispersao geotemporal do virus SARS-CoV-2
em Portugal. Os diferentes genomas (representados por circulos no painel a esquerda) estdo
coloridos de acordo com o local de residéncia, com a mesma tonalidade no mapa — o tamanho dos
circulos no mapa é proporcional ao niumero de genomas sequenciados por localidade (consultar o
site https://insaflu.insa.pt/covid 19/ para mais detalhes).
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Figura 2. Diversidade genética e dispersao geografica do virus SARS-CoV-2 por “clade” genético,
tal como definido em https://nextstrain.org/, adicionando o sub-clade A2a1_PT relativo a potencial
cadeia de transmissdao mais evidente até agora, com foco em Ovar. As setas a vermelho sinalizam as
mutagcoes D614G e D839Y na proteina “Spike (S)”, as quais caracterizam o clade A2/A2a (altamente
representado na Europa) e o sub-clade A2a1_PT (frequente em algumas regides de Portugal),
respectivamente.

Nucleo de Bioinformatica | Departamento de Doencas Infecciosas
INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE DOUTOR RICARDO JORGE
Avenida Padre Cruz, 1649-016 Lisboa, PORTUGAL
Pagina 2 de 5


https://insaflu.insa.pt/covid19/
https://nextstrain.org/

«** (COVID-19) em Portugal

I'I()\} Diversidade genética do novo coronavirus SARS-CoV-2

j
e
)
» s ‘&
{ G
L ®
L N _ 2
SN ‘
\: °
o < >
@ ®
= 2 A\ ,;.
@ Q ® ® %
[ <)
L Q @ @
QJZ
> JS |
& '//_J ® 2o
4 >y
c/. ”» v, 3
J o)
Jf* .’ > o
6 9
)31’ 4
»?
7 8
]
10 ®
12
ENTROPY EVENTS AANT
.
2
0
] 2,000 4,000 6,000 8,000 10.000 12,000 14,000 16,000 18,000 20,000 22,000 24,000 26,000 28,000
N -
[ Eem ] [ ™ Pprffeprpl |
(‘J 2, (;UU 4.0‘00 E‘C;UD 8, c;rm 10.:!00 12.'000 M.;]DD 16.‘000 18, IUUU 20.;]00 22“000 24“000 ZS.IUUO 28 ‘:JOD )
A

nstivto_Nacional de Saude
or Ricerdo Jorge

Figura 3. A) Arvore filogenética radial em que a distancia de cada genoma ao centro é
proporcional ao nimero de mutagoes observadas em comparagao com o primeiro genoma
de SARS-CoV-2 reportado na China (os diferentes genomas estdo representados por circulos e
coloridos coloridos de acordo com o concelho de residéncia). B) Representacao grafica do
genoma do novo coronavirus SARS-CoV-2 (com diferentes cores para diferentes genes), em
que, no painel acima, estdo sinalizadas as posi¢oes para as quais ja se observaram alteracoes
nucleotidicas (mutac¢oes) nos virus a circular em Portugal.

Nucleo de Bioinformatica | Departamento de Doencas Infecciosas
INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE DOUTOR RICARDO JORGE
Avenida Padre Cruz, 1649-016 Lisboa, PORTUGAL

Pagina3 de 5



"'()\I' Diversidade genética do novo coronavirus SARS-CoV-2
¥:a** (COVID-19) em Portugal

Phylogeny RESETLAYOUT | Transmissions RESET ZOOM
Admin Division w

® +
. -—
26 2020-Mar-11 2020-Mar-25 2020-Apr-08 ©mephen

Date L Leaflet | © Mapbox © OpenStreetMap Improve this map

Figura 4. Diversidade genética e dispersao geotemporal do virus SARS-CoV-2 pertencente ao sub-
clade “A2a1_PT". Este sub-clade, o qual tem como “marcador” a mutacdo D839Y na proteina “Spike (S)",
concentra a maioria dos genomas avaliados do concelho de Ovar. O perfil genético e e de disseminacdo
geotemporal aponta que este foco em podera estar relacionado com o foco inicial no Concelho de
Felgueiras e ter progredido para outros locais, em particular o , onde se detectaram ja
alguns genomas do mesmo sub-clade.
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Figura 5. Diversidade genética e dispersao geotemporal dos virus SARS-CoV-2 detectados na
Madeira (coloridos a roxo). Neste arquipélago observam-se genomas pertencentes a varios clades,
suportando a existéncia de distintas introduc¢des do virus, algumas das quais desencadeando transmissdo
local (p.ex., cluster no topo da arvore).
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NOTAS ADICIONAIS (também disponivel em https://insaflu.insa.pt/covid19/)

Objectivos gerais do estudo:

e Determinacao dos padroes de disseminacao do virus nas diferentes regioes de Portugal e em
diferentes grupos populacionais.

e Determinacdo dos perfis mutacionais do SARS-CoV-2 para identificacio e monitorizacio de
cadeias de transmissao, bem como identificacdo de novas introdugées do virus em Portugal.

e Prever o inicio da transmissdo na comunidade e aferir o impacto das medidas de contencéo,
avaliando a contribuicao da transmissao local versus importacoes do virus.

e Determinacdo do grau de variabilidade genética de antigénios ou alvos de farmacos antivirais
com possivel impacto no desenvolvimento / eficiéncia de medidas profilaticas (vacinas) e terapéuticas,
bom como monitorizacao das mutagoes em alvos genéticos de testes de diagnéstico.

e Determinacdo de possiveis associacdes entre perfis genéticos (mutacionais) do SARS-CoV-2 e
determinadas manifestacoes clinicas (ex. diferentes graus severidade da COVID-19) ou diferente
capacidade de transmissao do virus.

e Estudar os mecanismos evolutivos do virus e a sua relacdo com os perfis de disseminacao em
diferentes regides de Portugal e em diferentes grupos populacionais.

e Contribuir para a avaliacao da relevancia funcional e fenotipica de mutacdes particulares.

Métodos

e Procedimento Pre-NGS: adaptado da Artic Network (https://artic.network/ncov-
2019, https://www.protocols.io/view/ncov-2019-sequencing-protocol-bbmuik6w)

e Procedimento NGS: Nextera XT e MiSeq (Illumina)

o Dos "reads" as sequéncias do genoma: |NSaFLU

o Das sequéncias do genoma a "filogeografia*": Nextstrain (mais detalhes sobre o método em
em https://nextstrain.org/ncov e https://github.com/nextstrain/ncov) e Microreact.

* O posicionamento geogrdfico reflecte o local (Concelho — “Admin Division” ou Freguesia — “Location”) de residéncia ou, caso ndo exista informagdo, local de
ocorréncia ou da entidade que enviou a amostra. Apenas sdo indicadas as freguesias com populagdo residente superior a 5000 pessoas (Fonte: CENSOS 2011 -
Instituto Nacional de Estatistica). Para as restantes freguesias, por motivos de confidencialidade, é apenas indicado o Concelho.
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