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Relatorio de situacao 5 de Fevereiro de 2021

O Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge, I.P. (INSA) analisou até a data 3261 sequéncias do genoma do
novo coronavirus SARS-CoV-2, obtidas de amostras colhidas em 71 laboratérios/hospitais/instituicdes representando
235 concelhos. 1054 e 44 sequéncias foram geradas nas instituigdes colaboradoras Instituto Gulbenkian de Ciéncia (IGC)
e Institute of Biomedicine - iBiMED (Universidade de Aveiro), respectivamente.

Desde o ultimo relatério de 12 de Janeiro de 2021, foram analisadas mais 919 sequéncias (Figura 1), incluindo:

i) 532 sequéncias obtidas de amostras colhidas entre 10 e 19 de Janeiro de 2021 por laboratérios
distribuidos pelas duas Regides Autonomas (Madeia e Acores) e por todos os distritos de Portugal
continental (no total de 138 concelhos), no ambito da vigilancia de periodicidade mensal com amostragem
nacional que o INSA esta a coordenar.

ii) 199 amostras obtidas no ambito da solicitacao do Ministério da Satide para que fossem enviadas para
o INSA amostras suspeitas da presenca das variantes 501Y.V1 (VOC-202012/01; linhagem B.1.1.7,
associada ao Reino Unido), 501Y.V2 (linhagem B.1.351, associada a Africa do Sul) e 501Y.V3 (linhagem
P.1, associada ao Brasil) ou de outros estudos especificos (ex., surtos hospitalares).

iii) 188 sequéncias obtidas de amostras colhidas entre 23 e 28 de Dezembro de 2020, no ambito de uma
colaboragao especifica entre o Instituto Gulbenkian de Ciéncia (IGC) e o laboratério Germano de Sousa.
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Figura 1. Visao 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 a classificacdo de Clade e com a mesma
tonalidade no mapa - o tamanho dos circulos no mapa é proporcional ao nimero de genomas sequenciados por concelho (consultar
o site https://insaflu.insa.pt/covid19/ para mais detalhes).
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A Tabela seguinte apresenta a frequéncia relativa das principais variantes genéticas do SARS-CoV-2 detectadas na
amostragem nacional de 10 a 19 Janeiro de 2021 (n=532), bem como o nimero total de sequéncias dessas variantes
detectadas até a data (n = 3261).

Frequéncia relativa

Total de
na amostragem

sequéncias até a
data
(n = 3261)

CONTEXTO

Variante / linhagem nacional, 10-19
Janeiro, 2021
(n=532)2

- Este cluster (sub-clade 20A.EU1) tera tido origem em Espanha (em meados de
Junho), tendo revelado uma elevada disseminacao a nivel global. Hodcroft et, al,
medRxiv. https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2020.10.25.20219063v2

S: D614G+A222V
(clade “20E / EU1"; linhagem e sub- 54.70% - A mutacdo A222V na Spike altera um potencial local antigénico (epitopo). Mateus

linhagens B.1.177) et al, 2020, Science. https://science.sciencemag.org/content/370/6512/89

- Uma variante com esta mutagdo A222V este na origem de um caso de re-infec¢éo

descrito em Hong Kong. To et al, 2020, CID. https://academic.oup.com/cid/advance-
article/doi/10.1093/cid/ciaa1275/5897019

- Esta variante apresenta multiplas mutagoes na proteina Spike, potencialmente
mediadoras de uma maior capacidade de transmissao. Foi detectada em Setembro
no Reino Unido e, desde entiao, em miiltiplos paises.

S: D614G+N501Y+H69del/V70del + + https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/SARS-CoV-2-variant-
) multiple-spike-protein-mutations-United-Kingdom.pdf
(clade 201; VOC-202012/01; 501Y.V1; 16,0%

linhagem B.1.1.7) - Esta variante apresenta uma deleccdo no gene S, a qual esta associada a falha na
detecgdo deste gene em alguns testes de RT-PCR.

https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/SARS-CoV-2-variant-

multiple-spike-protein-mutations-United-Kingdom.pdf

- Este cluster (sub-clade 20A.EU2) apr uma consideravel di inaga
internacional. Hodcroft et, al, medRxiv.
S: D614G+S477N https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2020.10.25.20219063v2

(‘sub-clade 20A.EU2"; 13.2% - A mutacdo S477N na Spike altera o dominio de ligagao ao receptor (“RBD")

linhagem B.1.160) ACE2, pondend a afinidade da ligagdo da Spike as células do
hospedeiro. Starr et al, 2020, Cell.
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867420310035

- Esta variante apresenta a mutacéo L452R, a qual se preve afectar o dominio de

S: D614G+L452R++ 6.8% ligagdo da proteina Spike ao receptor ("RBD") ACE2, pondend: diar r éncia
(sub-clade 20D) : a anticorpos neutralizantes. Li et al, 2020, Cell.
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0092867420308771
- A mutacdo N439Y na Spike altera o dominio de ligagdo ao receptor ("RBD")
ACE2, pondend: a afinidade da ligagdo da Spike as células do

hospedeiro e alterar a reconhecimento por anticorpos. Weisblum et al, 2020, Elife.
https://elifesciences.org/articles/61312; Barnes et al, 2020, Nature
S: D614G + N439Y + H69del/V70del https://www.nature.com/articles/s41586-020-2852-1; Thomson et al, 2020,
(sub-clade 20A; sub-linhagens B.1.258) 1,7% https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.11.04.355842v1

- Esta variante apresenta uma deleccdo no gene S, a qual esta associada a falha na
deteccido deste gene em alguns testes de RT-PCR.

https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/SARS-CoV-2-variant-

multiple-spike-protein-mutations-United-Kingdom.pdf

- Esta variante apr maior frequéncia na Bélgica e Holanda, tendo ja sido
S: D614G+S98F identificada em multiplos paises. Hodcroft et, al, medRxiv.

0,
(sub-clade 20A; linhagem B.1.221) 1.1% https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2020.10.25.20219063v2 ;
https://github.com/emmahodcroft/cluster scripts/blob/master/README.md#sn501

Esta variante apresenta uma ¢do no dominio de ligagédo ao receptor ("RBD")
ACE2 da proteina Spike, a qual é p iall diadora de resisténcia a

S: D614G+E484K+ + an'tlcorpos neutrallzant.es (S: E484K). . . .

lad linh 0.6% Foi recentemente associada a casos de re-infecgdo no Brasil

(clade 208B; lin agem P.2) Resende et al, 2021, virological.

https://virological.org/t/spike-e484k-mutation-in-the-first-sars-cov-2-reinfection-case-

confirmed-in-brazil-2020/584

- Esta variante apresenta multiplas mutagdes na proteina Spike, potencialmente

mediadoras de uma maior capacidade de transmissao (ex, S: N501Y) e de

S: D614G+N501Y+E484K+ + resisténcia a anticorpos neutralizantes (ex, S: E484K).

(clade 20H; 501Y.V2; 0% Foi detectada pela primeira vez na Africa do Sul e, desde entéo, em miiltiplos

linhagem B.1.351) paises.
Tegally et al, 2020, medRxiv.
https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2020.12.21.20248640v1

OUTRAS 5.9% -
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Principais destaques:

« Avariante 501Y.V1 (VOC-202012/01; linhagem B.1.1.7), associada ao Reino Unido, foi detetada por sequenciacao
com uma frequéncia de 16% na amostragem nacional de 10 e 19 Janeiro, 2021, num total de 532 sequéncias
analisadas. Esta frequéncia relativa é concordante com a que foi estimada a partir dos dados de falha na
deteccao do gene S por RT-PCR para a mesma semana, no ambito do estudo de monitorizacdo continua desta
variante em colaboracio com a Direcdo Geral da Sadide e o laboratério Unilabs, Portugal
(https://virological.org/t/tracking-sars-cov-2-voc-202012-01-lineage-b-1-1-7-dissemination-in-portugal-insights-

from-nationwide-rt-pcr-spike-gene-drop-out-data/600). Os resultados obtidos pelas duas estratégias de vigilancia

indicam que esta variante esta amplamente dispersa por todo o territorio nacional (Figura 2).

. Foram detetados, até a data, dois casos da variante 501Y.V2 (linhagem B.1.351), associada a Africa do Sul, sendo
gue ndo se detetou nenhum caso desta variante na amostragem nacional do periodo 10-19 de Janeiro, 2021. Esta
observagdo sugere que a circulacao desta variante é ainda limitada em Portugal.

« Né&o foi detetado nenhum caso associado a variante 501Y.V3 (P.1), primeiramente detetada no Brasil,
nomeadamente na regido de Manaus, Amazodnia. Contudo, foram detetados cinco casos da variante P.2, também
detetada inicialmente no Brasil e associada a casos de reinfecéo.

. Destaca-se ainda a emergéncia de uma variante com a mutacao de interesse L452R na proteina Spike, tendo sido
detetada com uma frequéncia relativa de 6.8% na amostragem nacional do periodo 10-19 de Janeiro, 2021. Esta
variante foi associada a trés casos na amostragem nacional de Novembro, tendo agora um total de 57 sequéncias
detetadas em 32 concelhos, abrangendo 9 distritos de Portugal continental e a Regido Autonoma dos Acores,
indicando alguma disperséo a nivel nacional (Figura 2). Dentro deste cluster foram detetados dois sub-clusters com
as mutagdes adicionais P681TH (comum também a variante 501Y.V1) e Q675H, ambas préximas de uma regido da
proteina Spike com elevada relevancia funcional (furin cleavage site).

e As actividades de vigilancia laboratorial do SARS-CoV-2 continuardao em articulacdo com as autoridades de
Saude, mantendo especial foco na deteccao de novas introducées e monitorizacao de variantes a suscitar
particular interesse pela comunidade cientifica e autoridades de Saude.

e Neste dmbito, destaca-se a recente publicacdo do Diario da Republica (Despacho n.2 331/2021 - Diario da
Republica n.2 6/2021, Série Il de 2021-01-11), a qual determina o reforco da vigilancia laboratorial genética e
antigénica do virus SARS-CoV-2, sob coordenacao do INSA.
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Figura 2. Enquadramento da variante 501Y.V1 (painel superior), associada ao Reino Unido (VOC-202012/01; linhagem B.1.1.7),
e da variante emergente com a mutacdo L452R (painel inferior) no contexto da diversidade genética de SARS-CoV-2 em

Portugal até a data. As arvores filogenéticas e os mapas detalham a diversidade genética destas variantes detectada em Portugal e
a sua distribuicdo geografica (https://insaflu.insa.pt/covid19/).
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NOTAS ADICIONAIS (também disponivel em https://insaflu.insa.pt/covid19/)
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utor R dorge

Objectivos gerais do estudo:

e Determinacdo dos padroes de disseminacao do virus nas diferentes regiées de Portugal e em diferentes grupos
populacionais.

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

e Prever o inicio da transmissdo na comunidade e aferir o impacto das medidas de contencdo, avaliando a
contribuicdo da transmissao local versus importagoes 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 associacdoes entre perfis genéticos (mutacionais) do SARS-CoV-2 e determinadas
manifestacgoes 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 disseminacdo 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-bbmuikbw)

e Procedimento NGS: Nextera XT e MiSeq (lllumina)

e Dos "reads" as sequéncias do genoma: |[NSaFLU

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

* O posicionamento geogrdfico reflecte o local (Distrito — “Admin Division” ou Concelho — “Location”) de residéncia ou, caso ndo exista informagdo, local de ocorréncia
ou da entidade que enviou a amostra.

Agradecimentos

e A todos os laboratorios nacionais que enviam amostras clinicas (suspeitas ou positivas para SARS-CoV-2) para o
Laboratério Nacional de Referéncia da Gripe e outros virus respiratorios do INSA.

e A Sara Hill e Nuno Faria (Universidade de Oxford) e Joshua Quick e Nick Loman (Universidade de Birmingham) por
nos terem gentilmente cedido os primers usados no inicio deste estudo.

e Asequipas dos projectos Nextstrain e Microreact pela libertacdo de algumas ferramentas de bioinformatica usadas
neste estudo.

e Ao Miguel Pinheiro (iBIMED / Universidade de Aveiro) pelo seu trabalho na atualizacdo da plataforma INSaFLU para
0 novo coronavirus SARS-CoV-2.

e Alnfraestrutura Nacional de Computacio Distribuida (INCD), por ter fornecido recursos computacionais para testar
a plataforma INSaFLU. O INCD foi financiado pela FCT e FEDER sob o projeto 22153-01 / SAICT / 2016.

Este estudo é co-financiado pela Fundacao para a Ciéncia e Tecnologia e Agéncia de Investigacao Clinica e Inovacio
Biomédica no ambito da primeira e segunda “calls” do programa Research 4 COVID-19 (projectos 234 e 657,
respectivamente).

Nucleo de Bioinformatica | Departamento de Doencas Infecciosas
INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE DOUTOR RICARDO JORGE
Avenida Padre Cruz, 1649-016 Lisboa, PORTUGAL
Pagina 5 de 4



https://insaflu.insa.pt/covid19/
https://artic.network/ncov-2019
https://artic.network/ncov-2019
https://www.protocols.io/view/ncov-2019-sequencing-protocol-bbmuik6w
https://insaflu.insa.pt/
https://nextstrain.org/
https://nextstrain.org/ncov
https://github.com/nextstrain/ncov
https://microreact.org/
https://nextstrain.org/
https://microreact.org/
https://insaflu.insa.pt/
https://www.incd.pt/

