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RESUMO

Deminco, Felice. Variabilidade do gene S do novo coronavirus em pacientes
atendidos no complexo Hospitalar Professor Edgard Santos-UFBA. 2022.
Dissertacdo (Mestrado) — Hospital Universitario Professor Edgard Santos,
Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2022.

Introducdo: A COVID-19 é a nova doenca causada por um coronavirus humano,
cujo agente etioldgico é o SARS-CoV-2. Dois anos se passaram e 0 SARS-CoV-2
possui uma grande diversidade genética, a qual favoreceu ao surgimento de
variantes emergenciais durante diversos periodos da pandemia. Devido a
importédncia empregada na vigilancia viral e as limitagdes encontradas nas
plataformas de sequenciamento de nova geracdo, o objetivo desse trabalho foi
identificar a variabilidade na regido de Spike do SARS-CoV-2, a partir de uma
plataforma de sequenciamento de Sanger, em pacientes com COVID-19 atendidos
pelo Hospital Universitario Professor Edgard Santos em Salvador-BA. Métodos:
Trata-se de um estudo observacional transversal com amostras preservadas,
positivas para SARS-CoV-2, de individuos maiores de 18 anos, funcionarios ou
pacientes, atendidos no Hospital Universitario Professor Edgard Santos (HUPES).
Todas as amostras dos participantes envolvidos foram confirmadas para COVID-19
por um ensaio de RT-gPCR. O material genético viral extraido foi utilizado para um
ensaio de NESTED-PCR no gene S do SARS-CoV-2 e os resultados revelados em
gel de agarose a 1,5%. A reacao de sequenciamento utilizando o BigDye Terminator
V3.1 Cycle Senquencing kit foi realizada em uma regido de 1.120 pares de base e o
resultado dessa reacéo foi lido pelo equipamento de eletroforese capilar SeqStudio.
Os arquivos das sequéncias geradas pelo equipamento foram analisados para a
construcdo da sequéncia consenso a partir da sequéncia referéncia e identificacao
das mutacbes ao logo do genoma. Resultados: De todas as 103 amostras
sequenciadas, 69 continham variantes relevantes representadas por 20 BA.1, 13
delta, 22 gama e 14 zeta, identificadas entre junho de 2020 e fevereiro de 2022.
Todas as sequéncias encontradas foram alinhadas com sequéncias representativas
do variantes. Conclusdes: O protocolo desenvolvido por esse trabalho foi capaz de
identificar e acompanhar a variabilidade do gene S do SARS-CoV-2 e, por
consequéncia, identificar as variantes mais relevantes para a pandemia, podendo
ser uma metodologia alternativa para vigilancia molecular viral.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; Sequenciamento de sanger; Variantes virais;
Vigilancia epidemiologica;



ABSTRACT

Deminco, Felice. Variability of the new coronavirus S gene in patients treated at
the Professor Edgard Santos-UFBA Hospital complex. Dissertation (Master’s) —
University Hospital Professor Edgard Santos, Federal University of Bahia, Salvador,
2022.

Introduction: COVID-19 is a new disease caused by a human coronavirus, whose
etiological agent is SARS-CoV-2. Two years have passed and SARS-CoV-2 has a
great genetic diversity, which favored the emergence of emergency variants during
different periods of the pandemic. Due to the importance employed in viral
surveillance and the limitations found in new generation sequencing platforms, the
objective of this work was to identify the variability in the Spike region of SARS-CoV-
2, from a Sanger sequencing platform, in patients with COVID-19 treated at the
University Hospital Professor Edgard Santos in Salvador-BA. Methods: This is a
cross-sectional observational study with preserved samples, positive for SARS-CoV-
2, of individuals over 18 years of age, employees, or patients, treated at the
Professor Edgard Santos University Hospital (HUPES). All samples from the enrolled
participants were confirmed for COVID-19 by an RT-gPCR assay. The extracted viral
genetic material was used for a NESTED-PCR assay on the SARS-CoV-2 S gene
and the results revealed on a 1.5% agarose gel. The sequencing reaction using the
BigDye Terminator V3.1 Cycle Senquencing kit was performed in a region of 1,120
base pairs and the result of this reaction was read by the SeqStudio capillary
electrophoresis machine. The files of sequences generated by the machine were
analyzed for the construction of the consensus sequence from the reference
sequence and identification of mutations throughout the genome. Results: Of all 103
sequenced samples, 69 contained relevant variants represented by 20 BA.1l, 13
delta, 22 gamma and 14 zeta, identified between June 2020 and February 2022. All
sequences found were aligned with sequences representative of the variants.
Conclusions: The protocol developed by this work was able to identify and monitor
the variability of the SARS-CoV-2 S gene and, consequently, identify the most
relevant variants for the pandemic, which could be an alternative methodology for
viral molecular surveillance.

Keywords: SARS-CoV-2. Sanger sequencing. Viral variants. Epidemiological
surveillance.
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1. INTRODUCAO

A doenca causada pelo Coronavirus (COVID-19) é a nova doenca causada
por um coronavirus humano, cujo agente etioldégico é o SARS-CoV-2. Os primeiros
casos dessa doenca foram relatados na China em dezembro de 2019 e em margo
de 2020 esse virus ja passou a ser considerado como pandémico (1). SARS-CoV-2
é um virus RNA, podendo estar mais suscetivel a erros por replicagdo, além de

recombinacdes, evento comum entre os virus pertencentes a familia Coronaviridae
(2

ApGs 2 anos de pandemia o0 SARS-CoV-2 apresenta uma grande diversidade
genética, associada ao surgimento de variantes de importancia epidemioldgica
durante diversos periodos da pandemia . O surgimento das variantes sempre vinha
acompanhado pela preocupagcdo quanto a sua capacidade replicativa,
transmissibilidade, e evaséo frente a acdo protetora dos anticorpos gerados apos
vacina ou infeccdes prévias pelo SARS-CoV-2 e suas variantes. As medidas
adotadas para o combate e controle desse coronavirus envolveram o uso de
mascara, distanciamento social e adeséo a politica de vacinac¢éo contra a COVID-19
@) A deteccdo dos casos por meio dos testes diagnésticos ajuda no isolamento dos
individuos afetados e a contencéo da disseminacéo do virus. Além disso, a vigilancia
epidemioldgica através das técnicas de sequenciamento de genoma permite avaliar
o potencial em interferir na resposta imune gerada por vacina, além de avaliar se as

mutacdes podem afetar a acurécia dos testes diagnosticos moleculares disponiveis
)

Duas metodologias tém sido empregadas para 0 monitoramento viral —
plataformas de sequenciamento de nova geracao (NGS - do inglés Next Generation
Sequencing -) e 0 sequenciamento via metodologia de Sanger. As plataformas de
NGS s&o as mais utilizadas, mas possuem acesso limitado devido ao seu alto custo-

operacional ©.

A metodologia de Sanger garante sequenciamento em menor tempo e com
custo operacional mais acessivel ®. Visto que a vigilancia molecular viral deve ser

mais abrangente e que a metodologia de Sanger pode funcionar como uma técnica
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alternativa para deteccdo de mutacBes e variantes importantes, o objetivo desse
trabalho é identificar a variabilidade na regido de Spike do SARS-CoV-2, a partir de
uma plataforma de sequenciamento de Sanger, em pacientes com COVID-19

atendidos pelo Hospital Universitario Professor Edgard Santos, em Salvador-BA.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar a variabilidade do gene S do SARS-CoV-2, a partir de uma plataforma de
sequenciamento de Sanger, de pacientes com a COVID-19 atendidos no
ambulatério e enfermarias do Hospital Universitario Professor Edgard Santos em
Salvador-BA.
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3.REVISAO DE LITERATURA

3.1 PANDEMIA DA COVID-19

Em 30 de dezembro de 2019, agentes de salde reportaram a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) o surgimento de casos, em Wuhan, de pneumonia cujo

@7 Esses casos foram relatados em

agente etioldgico ainda era desconhecido
diferentes hospitais e alguns deles tinham ligacdo com o mercado Huanan, em
Wuhan ®. Algumas amostras foram enviadas para o Instituto de Virologia de Wuhan
e o resultado revelou que 5 das 7 amostras encaminhadas foram positivas para
coronavirus (). A partir de mais analises subsequentes foi descoberto que o SARS-
CoV-2, anteriormente chamado de 2019-nCov, era o agente etiolégico da COVID-19,

causador de manifestacdes moderadas a severas (.

Ao contrario de outros agentes pertencentes a familia Coronaviridae, o SARS-
CoV-2 se tornou pandémico, gerando uma crise de saude publica mundial e
forcando a adocgdo de politicas de controle como o lockdown e a pressa na
formulac@o de vacinas eficazes contra o virus. Atualmente ndo se sabe ao certo a
origem desse virus, embora saibamos que o mercado de alimentos de Wuhan tenha
sido um possivel epicentro da doenca e que o SARS-CoV-2 tenha relacdo
filogenética muito proxima com coronavirus relacionados ao SARS (SARSr-CoVs)

encontrados em morcegos .
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3.1.1 ORIGEM DO SARS-CoV-2

Os mecanismos evolutivos dos coronavirus, principalmente os que derivaram
no surgimento do SARS-CoV-2, é um assunto muito estudado. As especulacbes
para a origem do SARS-CoV-2 trouxeram a tona a ideia de que o virus tivesse sido
criado em laboratorio. Seguindo o caminho contrario dessa teoria, dois cenarios
foram postulados para explicar a origem: 1 — sele¢do natural em um reservatério
animal, anterior a transmissao interespécie, 2 — selecdo natural viral no ser humano,
posterior & transmissdo interespécie . Os morcegos sdo considerados como
reservatérios animais do SARS-CoV-2, visto que analises filogenéticas vém
apontando alta similaridade com SARSr-CoVs vindo desses animais ©®. O
coronavirus encontrados nos morcegos-ferradura, Rhinolophus affinis (RaTG13),
possui 96,2% de identidade com o SARS-CoV-2, obtendo o maior grau de
proximidade genética ja detectado (. Coronavirus relacionados ao SARS-CoV-2
foram encontrados em outros morcegos do género Rhinolophus, como nos
Rhinolophus shameli e Rhinolophus cornutus, cujas amostras foram colhidas em
2010 e 2013, em dois paises diferentes, Cambodia e Japao, respectivamente 12,

Um estudo conduzido por Temmam et al. relatou que 645 morcegos que
viviam em cavernas de calcario, comuns em paises como China, Laos e Vietnam,
apresentavam uma grande diversidade genética de coronavirus, incluindo os
relacionados ao SARS-CoV-2, as quais foram identificados apenas em morcegos do

género Rhinolophus ®¥,

Além disso, alguns desses coronavirus encontrados
possuiam elevada taxa de identidade genémica com o SARS-CoV-2, assim como
evidenciado pelo RaTG13. Esses resultados indicam a circulacdo desse virus entre
diferentes espécies de morcego, sugerindo essa espécie de animal como a mais

provavel fonte de origem do SARS-CoV-2.

N&o é a primeira vez que um coronavirus causador de pneumonia severa em
humanos apresenta relacdes filogenéticas com outros coronavirus encontrados em
morcegos. Em 2002 o SARS-CoV, descoberto em Guangdong, provincia da China,
ficou conhecido como o primeiro coronavirus pandémico e o terceiro descoberto
dentre os coronavirus causadores de doencas em humanos (HCoV) 14 sua
origem também esta relacionada a transmissédo dos morcegos para os humanos. Em

2012 o segundo coronavirus causador de pandemia, agora descoberto na Arabia
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Saudita, ficou conhecido como coronavirus causador da sindrome respiratdria do
oriente médio (MERS-CoV) ©*9),

Assim como 0 SARS-CoV e 0 SARS-CoV-2, 0 MERS-CoV também possuia
relacdo com coronavirus, encontrados em morcegos, relacionados ao MERS
(MERSr-CoV). Uma caracteristica importante que SARS-CoV e MERS tem em
comum € auséncia de um ancestral comum direto e levando em consideracéo que a
recombinacdo genética € um evento comum dentre esses virus e que algumas
espécies de morcegos podem comportar coronavirus de alta diversidade genética,
tanto SARS-CoV quanto o MERS-CoV podem ter surgido a partir de eventos
recombinantes entre ancestrais virais encontrados tanto nos morcegos quanto nos
hospedeiros intermediarios ©. As Civetas das Palmeiras e os Camelos Dromedarios
foram considerados como os hospedeiros intermediarios para o SARS-CoV e MERs-

CoV, respectivamente ‘617

. A proporcdo de pacientes infectados que tiveram
contato com esses animais e o isolamento dos agentes etiol6gicos nesses animais

permitiram identificar as possiveis fontes de origem.

A comercializacdo de animais silvestres na China ja havia sido banida ap6s o
aparecimento do SARS-CoV, visto que o surgimento desse virus estava relacionado
a venda de Civetas das Palmeiras e Guaxinins . Esse cenério ndo foi muito
diferente para o SARS-CoV-2. Worobey et al. estudaram a importancia do mercado

de frutos do mar, Huanan, de Wuhan para o surgimento de casos da COVID-19 ®®.

Segundo eles os primeiros casos de COVID-19, identificados em dezembro
de 2019, tiveram uma distribuicdo geografica associada ao mercado de Huanan,
visto que os casos que tinham relacdo ou ndo com mercado foram detectados nas
suas proximidades. Além disso, amostras ambientais colhidas nesse mercado
testaram positivo para 0 SARS-CoV-2, com énfase na regido sudoeste do mercado,
onde residia a atividade de vendas de animais selvagens vivos, tais como caes-
guaxinim, texugos de porco e raposas vermelhas “®. Oito casos da COVID-19,
detectadas em dezembro de 2019, foram de pessoas que haviam frequentado a
mesma regido do mercado. Esses resultados reforcam a ideia de que Huanan foi o
epicentro da pandemia da COVID-19, além de sugerir a presenca de um hospedeiro

intermediario, entre os morcegos e o ser humano 9.
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A venda de animais silvestres no mercado de Huanan sugeriu a possibilidade
do contagio humano a partir desses animais possivelmente infectados, embora
nenhuma amostra dos animais comercializados tenha sido testada para a presenca
do SARS-CoV-2 819 |am, T.TY et al. investigaram a presenca do coronavirus
relacionados ao SARS-CoV-2 em amostras de Pangolins Malaios, as quais foram
obtidas a partir de uma operacdo anti-contrabando realizada por funcionarios da
alfandega de Guangxi ®®. Esses animais s&o uma das espécies mais traficadas do
mundo (21). Dessas amostras foram encontradas sequéncias completas ou parciais
de coronavirus agrupados a mesma linhagem relatada ao SARS-CoV-2, onde
também faz parte o virus RaTG13 9. Uma caracteristica que chama muito atencéo
€ a similaridade (97,4%) dos amino&cidos do Dominio de Liga¢do ao Antigeno (do
inglés Binding Domain Spike - RBD) do gene Spike (S) dos coronavirus encontrados
nos Pangolins Malaios com o SARS-CoV-2. Essa similaridade foi superior a
encontrada entre RaTG13 e SARS-CoV-2 na mesma regido, possuindo 89,2% de
identidade. Embora a elevada similaridade encontrada em RBD, os coronavirus
encontrados nesses animais possuiram de 85,5% a 92,4% de similaridade genémica
com o SARS-CoV-2, sendo menor que a similaridade encontrada entre RaTG13 e
SARS-CoV-2. Esses resultados sugerem uma evolugao convergente seletiva entre o
SARS-CoV-2 e o0s coronavirus encontrados nos pangolins, estabelecendo os
pangolins como os possiveis hospedeiros intermediarios do SARS-CoV-2, visto que
o contrabando desse animal € usado para fonte de alimento e suas escamas

destinadas para a medicina oriental chinesa “.
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3.1.2 GENOMA DO SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA senso positivo composto por 14 regides
de codificacdo aberta (ORF - do inglés Open Reading Frame), sendo 4 estruturais, 2
compondo o complexo replicativo e as restantes acessorias, codificando ao todo 27
proteinas ®?. O genoma viral possui cerca de 30 mil pares de bases (pb), ou 30
quilobases (kb), de tamanho, e além das ORFs ja mencionadas, 0 virus possui uma
Regiao nao Tradutora 5 (UTR 5 - ‘do inglés Untranslated Region), a Regido nao
Tradutora 3'(UTR 3’) e uma cauda poli A 2,

A orientacdo do genoma, senso positivo, ja o torna molde para a replicacao
viral, funcionando como um RNA mensageiro (MRNA). As duas primeiras ORFs,
ORFla e ORF1b, ocupam cerca de 70% do genoma viral e a partir dela as enzimas
replicativas serédo geradas “?. A expressdo génica dessas duas regides é mediada
por um mecanismo chamado -1 Mudanca de Quadro de Leitura Ribossomal
Programada (1 PRF - do inglés -1 programmed ribosomal frameshifting), que
transcreve duas poliproteinas de ORFla e ORFlb em uma Unica transcricao,
gerando a poliproteinas pplab a qual serd clivada em 16 proteinas ndo estruturais
(nsps - do inglés non-structural proteins). A clivagem proteolitica das proteinas virais

é mediada pelas enzimas 3CLP™ e MP® (nsp5) 2,

Outras enzimas muito importantes para a transcrigdo viral sdo as nspl2,
conhecida como Polimerase de RNA dependente de RNA (RdRp) e nspl4, também
conhecida como Dominio de Exoribonuclease (ExoN). Ambas as enzimas atuam
ativamente na transcri¢do viral, onde a RdRp ir4 produzir uma nova fita de RNA e a
ExonN funciona como uma enzima revisora #?®. Os virus de RNA ndo possuem um
mecanismo de reparo/revisdo do material genético, deixando-os suscetivel as
mutacdes por erros na replicacdo. Entretanto, o SARS-CoV-2 possui essa enzima
gue a protege de possiveis mutagéneses, além de serem resistentes aos analogos
nucleosidicos ®®. Embora ela tenha essa funcado, Gribble e colaboradores relataram
que a auséncia da ExoN levou a diminuicdo nos eventos de recombinacédo génica
dos coronavirus, tornando-a necessaria para que ocorra as recombinacdes entre os

coronavirus @,
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O SARS-CoV-2 possui 4 proteinas estruturais: Spike (S), Envelope (E),
Membrana (M) e Nucleocapsideo (N). Dentre todas, a proteina S é a mais
importante. A proteina spike € diretamente envolvida no processo de infeccdo da
célula alvo. A entrada do virus é mediada pela interacdo com a Enzima conversora
de Angiotensina 2 (ACE2), as quais ndo estdo presentes apenas nas células
pulmonares, estando mais distribuidas por outras partes do organismo humano
como o endotélio vascular e células renais @. A proteina S é dividida em duas
subunidades, S1 e S2.

A subunidade S1 atua na interagdo direta entre a proteina S e o receptor
ACEZ2, a partir do dominio de ligacédo ao receptor (RBD, aminoacidos 331 a 528) e a
subunidade de S2 que atua como a forca mecéanica da proteina ao promover a
entrada do virus ®®. A subunidade S1 possui o Dominio N-Terminal (NTD - do inglés
N-Terminal Domain, aminoacidos 14 a 306), o Motivo de Ligacdo ao Receptor (RBM
- do inglés Receptor Binding Motif, aminoacidos 436 a 506) pertencente a RBD, 0s
Dominios C-Terminais (CTD - do inglés C-Terminal Domain) — CTD1, aminoacidos
528 a 591 e CTD2, aminoacidos 598 a 686) ®®. A subunidade S2 possui um sitio de
clivagem proteolitica em uma regido entre S1 e S2, chamado de S1/S2 boundary
clivagem. A clivagem proteolitica € mediada por enzimas do hospedeiro, tais como
catepsinas, furina e TMPRSS2, e esse acdo enzimatica promove a ativacao
irreversivel da proteina S e fusdo na membrana celular ®®. Essa subunidade possui
mais outras estruturas — Peptideo de Fuséao (fusion peptide — PF, aminoacidos 816 a
836), Regido Proximal do Peptideo de Fusdo (fusion-peptide proximal region —
FPPR, aminoacidos 837 a 857), Heélice Central (central Helix — CH, aminoacidos 986
a 1036), Conector do Dominio (connector domain — CD, aminoacidos 1037 a 1068),
Repeticdo Hepta 2 (heptad repeat 2 — HR2, aminoacidos 1164 a 1211), Segmento
Transmembranar (transmembrane segment — TM, aminoacidos 1212 a 1234) e
Cauda Citoplasmatica (cytoplasmic tail — CT, aminoacidos 1235 a 1273). Todas

essas estruturas compde uma proteina com 3.821 pares de bases (22)
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3.2 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DA COVID-19

Desde o surgimento dos primeiros casos em Wuhan até os dias de hoje,
foram mais de 636 milhdes de casos acumulados e 6 milhdes de mortes notificadas
no mundo todo @”. Dentre todos os paises afetados, os Estados Unidos, India,
Franca, Alemanha e Brasil lideram em numero de casos, segundo dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Além disso, quando se trata de dados de
mortalidade, o Brasil esta a frente de diversos paises como India, Italia e Alemanha,

perdendo apenas para os Estados Unidos “”.

Apenas no Brasil foram contabilizados cerca de 35 milhdes de casos com 689
mil mortes notificadas. A OMS estimou que a taxa de mortalidade da COVID-19 para
o mundo todo é de 2,2% ®®. Entretanto, essa taxa de mortalidade varia de pais para
pais e sofre influéncia dos fatores de risco tais como pacientes acima de 60 anos de
idade ou com comorbidades preexistentes como obesidade, doencga cardiovascular,

(2829 yUm estudo

doenca renal cronica, diabetes e doenca pulmonar crénica
utilizando dados epidemioldgicos de 1.320.488 casos de COVID-19, reportado pelo
Centro para Controle de Doencas e Prevencdo dos Estados Unidos (do inglés
Centers for Disease Control and Prevention — CDC), identificou que casos de
hospitalizacdo foram 6 vezes maiores em pacientes com comorbidades (45,4%) do
gue aqueles que néo apresentavam nenhuma comorbidade (7,6%) e os casos de
Obitos foram 12 vezes maior em pacientes com comorbidades (19,5%) em relacédo a

aqueles que nao tinham (1,6%) ©9.

Salvador, a capital da Bahia, fica entre as 10 capitais brasileiras com maior
namero de notificacdes, e até junho de 2022 a capital apresentava 267.936 casos
confirmados e 8.260 6bitos ®Y. A despeito do grande niimero de casos registrados,
aproximadamente 96,5% evoluiram para cura, podendo essa estatistica estar
associada as medidas de combate a COVID-19 como a criacdo de hospitais de
campanha, miniunidades de pronto atendimento, griparios e leitos exclusivos,
visando um atendimento mais focado na COVID-19, evitando a sobrecarga do

sistema de satude municipal GV,
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Pessoas portadoras do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) sob
contagem de células imunes CD4 baixa e sem boa ades&o aos antirretrovirais estdo
suscetiveis ao desenvolvimento da COVID-19 9. A pneumonia é uma manifestacéo
severa da COVID-19, mas nao € a Unica. Em Wuhan 41 dos pacientes testados para
COVID-19 entre 16 de dezembro de 2019 a 2 de janeiro de 2020, 100% tiveram
pneumonia, 29% tiveram sindrome do desconforto respiratério, 15% tiveram injuria
cardiaca aguda e 12% tiveram infeccdes secundarias ®°*?. Desses pacientes, 10%

foram internados e 15% foram a obito.

Embora a patogenicidade do SARS-CoV-2 nao seja superior ao SARS-CoV e
MERS-CoV, a sua taxa de transmissédo e replicacdo é alta levando, no final do ano
de 2020 ao surgimento de variantes virais que passaram a dominar 0S cenarios
epidemiolégicos do mundo todo. A OMS tratou de classifica-las como Variante de
Preocupacdo Mundial (VOC - do inglés variant of concern), Variante de Interesse
Mundial (VOI - do inglés variant of interest) e Variante em Monitoramento (VUM - do
inglés variant under monitoring) ®¥. A OMS também criou uma nomenclatura para
cada variante a partir do alfabeto grego (alfa, beta, gama, delta...) com o intuito de
facilitar a divulgacéo, visto que cada variante ja possuia uma nomenclatura cientifica
menos acessivel para o publico em geral. A classificacdo é dada de acordo com o
grau de preocupacédo, sendo as VOCs de maior importancia por possuirem maior
transmissibilidade, aumento na viruléncia e impacto nas medidas de contencao viral
como as metodologias de diagndstico, eficacia das vacinas e das terapias

disponiveis ©¥.
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3.2.1 VOC’s DO SARS-CoV-2

No inicio da pandemia, apenas duas linhagens eram descritas para 0 SARS-
CoV-2, as linhagens A e B 9. Ao decorrer da pandemia novas mutacdes foram
surgindo e algumas delas foram responsaveis por aumentar a taxa de transmissao

viral, como a D614G ©9,

Atualmente essa mutacdo estd prevalente em
aproximadamente 100% dos virus sequenciados, incluindo todas as VOCs e VOIs.
Embora a enzima ExoN seja capaz de reduzir a taxa de mutacdo do SARS-CoV-2
(0,0004 mutacdes por nucleotideo por ano), ainda assim muitas mutacdées surgiram
ao longo do genoma, principalmente no gene S, promovendo o surgimento de
variantes virais, pondo em risco métodos de enfrentamento da pandemia e tornando

realidade as reinfecgdes por variantes diferentes 329

Existem dois sistemas para nomenclatura das variantes - Phylogenetic
Assignment of Named Global Outbreak Lineage (PANGOLineage) e o sistema

(% Essa nomenclatura

NextStrain. PANGOLineage € o sistema mais utilizado
fornece uma letra alfabética como prefixo e numeracées como sufixo, podendo

conter até 3 numeragfes separados por pontos (ex: B.1.1.7).

A primeira variante a gerar preocupacfes no mundo foi a B.1.1.7, alfa,
incialmente relatada em setembro de 2020 na Inglaterra e posteriormente
classificada como VOC pela OMS em 18 de dezembro de 2020 ©3). Entre novembro
de 2020 e janeiro de 2021 essa variante se propagou rapidamente, promovendo
uma mudanca no cenario epidemioldgico, onde a alfa passa a dominar os casos de
COVID-19 ®®_ Até o segundo trimestre de 2021 a variante alfa era responsavel por
grande parte dos casos de COVID-19 nos Estados Unidos e outros paises europeus
2 A variante alfa possui mutacdes e delecdes importantes no gene S. A delecédo
presente na posicdo 69-70 da proteina (NTD) ficou conhecida por interferir na
amplificacéo, por RT-gPCR, dos pares de primers e sonda destinada ao gene S do
ensaio de gPCR TaqgPath da Thermo-Fisher (36). Essa incapacidade de amplificar o
seguimento alvo de S na variante alfa acabou sendo utilizada para identificar todas
as variantes do SARS-CoV-2 que possuiam a mesma delecdo, sendo assim

conhecida como Falha no Alvo do Gene S (SGTF - do inglés S- gene target failure).
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Outras mutacdes encontradas nessa variante sdo G142D, N501Y (Unica
mutacao presente em RBD), A570D, D614G, P681H, T716l, S982A e D1118H #¢37,

Essa variante € bastante suscetivel a resposta humoral gerada por anticorpos
oriundos de plasmas de pacientes anteriormente infectados pelo SARS-CoV-2 e

plasma de pacientes que receberam o esquema vacinal de duas doses COVID-19
(26,38,39)

Assim como a variante alfa, em 18 de dezembro de 2020 a B.1.351 (beta) foi
a segunda a ser classificada como VOC pela OMS “%. A Africa do Sul entrou em
sua segunda onda de casos apés pouco tempo depois de a primeira ter terminado, o
que intensificou a vigilancia epidemiolégica no pais pela Rede de Vigilancia
Gendmica na Africa do Sul (NGS-AS), a qual analisou 2882 genomas completos de
SARS-CoV-2 entre 5 de marco a 10 de dezembro de 2020 “Y. As analises
filogenéticas revelaram um grupo monofilético distinto das antigas linhagens que
dominaram o cenario epidemiolégico na primeira onda de casos. Inicialmente, os
virus pertencentes a esse grupo ndo apresentavam todo o conjunto de mutacdes
que definem a variante beta, indicando que esses virus seriam os precursores da
variante. Com o decorrer do periodo coletado, a frequéncia de mutacdes como
K417N, E484K e N501Y foi se tornando mais prevalente e as variantes pertencentes
a esse grupo ja apresentavam numero de mutagdes tanto em S quanto no genoma

superior as antigas variantes “%.

A B.1.351 dominou o cenario epidemioldgico e esteve associado a segunda
onda de casos, onde mais de 30% ja havia desenvolvido a COVID-19 ©®. Oito
mutacOes estdo presentes no gene S dessa variante — D80A, D215G, K417N,
E484K, N501Y, P681H e delecdo nas posicdes 242 a 244. Essas mutagoes,
principalmente as detectadas em RBD, possuem importante papel para os
mecanismos virais %Y. As mutacbes K417N, E484K e N501Y presentes em RBD
contribuem com mecanismo de resisténcia viral aos anticorpos gerados por vacina e
por infecgdes previas ©2. A mutacdo E484K esta localizada em um sitio de ligacéo
ao anticorpo, gerando interferéncia na acdo neutralizante desses anticorpos ®. As
outras duas mutagfes, sozinhas, ndo conferem resisténcia a esses monoclonais,
embora estejam presentes em outras variantes e contribuindo com o mecanismo de

resisténcia & acéo neutralizante dos anticorpos “?.
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Em 2020 o Brasil passou por duas ondas de casos de COVID-19, tendo a
segunda apresentado crescimento exponencial em dezembro de 2020. Durante a
segunda onda, a cidade de Manaus obteve destaque tanto pelo impacto que a
COVID-19 teve no sistema de saude quanto pelo surgimento da variante P.1,
também conhecido como variante gama “*®. P.1 foi classificada como VOC em 11
de janeiro de 2021 pela OMS e foi primeiramente descrita em viajantes japoneses
que sairam da Amazénia em direcdo ao Japao e ao pousar em Tokyo descobriram
que estavam infectados pelo SARS-CoV-2, em 02 de janeiro de 2021 “Y. Na
Amazonia houve dois processos de substituicdo epidemioldgica, evento comum na
pandemia, onde a primeira linhagem B.1.1.95, dominante na primeira onda
epidemiologica, foi substituida pela B.1.1.28, prevalente na fase entre os dois picos,
que por sua vez foi substituida pela variante P.1, a qual dominou o quadro

epidemiolégico da segunda onda “?.

Em pouco tempo o virus alcangou todos os estados brasileiros, evento esse
favorecido ndo somente pela transmissibilidade viral, mas também pelo periodo no
qual a variante gama surgiu, onde festas de final de ano o deslocamento das
pessoas para diferentes regides do pais estava em alta “®. Antes da primeira
deteccdo da variante gama, 3 membros de um grupo familiar que tinham viajado
para Salvador em férias, em 19 de dezembro de 2020, tinham sido infectados pela
variante gama do SARS-CoV-2 “*®. Esses relatos de casos reforcaram a emergéncia
epidemiolégica causada por essa VOC, onde casos fora de Manaus ja vinham

acontecendo antes do primeiro relato.

A variante gama possui 10 mutagdes no gene S, sendo elas — L18F, T20N,
P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y e H655Y ®*3)_ Assim como aparece
na variante beta, a gama possui mutacao na posicao K417, entretanto a mudanga no
aminoacido é diferente. Essa variante também esta associada a resisténcia a acao
neutralizante de anticorpos gerados por infeccGes previas e pela campanha vacinal,

podendo também gerar casos de reinfeccdes “?.

A partir de marco de 2021 uma nova variante viral comecou a ser relatada na

india, associada ao crescimento repentino no nimero de casos de COVID-19 “®.
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Em 11 de maio de 2021 a variante B.1.617.2 ficou conhecida como delta, a
quarta variante de preocupacdo mundial nomeada pela OMS “9. Em setembro de
2021 a variante delta j4 havia se espalhado pelos 6 continentes e suas infec¢des
possuiram caracteristicas como menor tempo de incubacao apos a exposicdo (2 a 3

| ). Entre maio e

dias), elevada capacidade de transmissédo e elevada carga vira
julho de 2021 a variante delta predominou em nimero de casos de COVID-19 na
Inglaterra, sendo responsavel em 28 de julho por 324.192 mil casos enquanto a

variante alfa contava com 277.303 mil casos “®.

Na Bahia a chegada da variante delta comecou a ser notificada a partir de
julho de 2021 e em setembro ela passou a dominar os casos de COVID-19, em um
estado em que a grande maioria dos casos eram causados pela gama, se mantendo
100% prevalente até dezembro do mesmo ano “°. Esses dados indicaram que além
da alta transmissibilidade viral, ela foi capaz de substituir as VOCs dominantes em
cada regido geografica. Além da variante delta, outras duas, B.1.617.1 (variante
Kappa) e B.1.617.3, surgiram no mesmo periodo, porém ndo tiveram tanta
importancia epidemiolégica quanto B.1.617.2, embora possuissem em comum
3 mutacdes em spike — L452R, D614G e P681R “7.

Além dessas 3 mutacdes, a variante delta possui mais 6 outras mutacdes em
S - T19R, G142D, E156G, Del 157/158, T478K e D950N. A T478K é uma mutacao
presente na regido de RBM e junta com Del 157/158 e E156G eram unicamente
encontradas na variante delta “”. A presenca de T478K em RBM pode aumentar a
afinidade entre RBD e ACE2, aumentando a capacidade do virus em invadir as
células do hospedeiro. Embora a quantidade de mutacdes presentes em spike e a
preocupacdo causada por essa variante quanto a eficacia das vacinas em proteger
as pessoas de possiveis infecgdes e casos mais severos da doenca, as politicas de
vacinagao utilizando esquema de 2 doses demonstraram eficacia contra a COVID-19

e 0s casos graves no periodo epidemiolégico da variante delta ©?.

Ao final do ano de 2021, quando as campanhas de vacina ja tinham chegado
a sua segunda dose, uma nova variante (B.1.1.529) surgiu e seus primeiros casos
foram reportados em Botswana e Africa do Sul 11 e 14 de novembro,
respectivamente ®». Em 25 de novembro de 2021 essa nova variante foi reportada &
OMS e no dia 26 de novembro essa nova variante foi classificada como VOC, agora

nomeada também como Omicron ©®?. Uma caracteristica peculiar explica a rapidez
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entre o primeiro relato e a classificacdo pela OMS, o nimero de mutacdes presente

em seu genoma e principalmente em spike.

Sao 34 alteracdes génicas em spike, contando com 30 mutacgdes, 3 delecbes
e 1 insercdo e dentre as mutacdes relatadas, algumas ja haviam aparecido em
outras variantes e outras sdo Unicas ®°®. Quinze das mutacdes em spike estdo
concentradas em RBD, gerando preocupacdo quanto a efichcia das vacinas,
possibilidade de reinfecces em pessoas que haviam se infectado por VOCs antigas
e taxa de transmisséo viral. As mutacbes em S da omicron sdo A67V, Del69/70,
T95I1, G142D, Dell143-145, Del211, L212l, ins214EPE, G339D, S371 L, S373P,
S375F, K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R, G496S, Q498R,
N501Y, Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K,
Q954H, N969K e L981F ©¥,

Mutacbes como T478K, N501Y, D614G e a delecédo 69/70 podem aumentar a
afinidade de ligacdo entre RBD e ACE2 ou a velocidade nos eventos de fusdes
célula-células, caracteristicas as quais podem aumentar a infectividade dessa
variante ®. A presenca de outras mutagbes em outras partes do gene S, tais como
a presenca dupla de Q498R-N501Y e tripla de H655Y-N679K-P681H, das quais as
tltimas 3 estdo proximas ao sitio de clivagem de furina, podem conferir melhora na
afinidade de ligagcdo entre proteina viral e receptor da célula hospedeira e aumentar

G Essas

velocidade de clivagem enzimatica na regido S1/S2, respectivamente
caracteristicas podem aumentar a infeccéo e replicacdo viral. Quanto a resisténcia a
acdo humoral, mutacbes como S371L, N440K, G446S e Q493R conferiram

resisténcia aos anticorpos gerados de infec¢des previas por outros VOCs 9,

As preocupacdes quanto a eficacia das vacinas contra a nova variante do
SARS-CoV-2 foram bem justificadas por um estudo realizado por Hoffman et
al.,2022 onde duas doses da vacina BNT162b2, da Pfizez-BioNTech, tiveram acéo
neutralizante 34 vezes menor quando comparada com a linhagem antiga B.1 e 12
vezes menor quando comparada com a variante delta ®. Apesar da resisténcia
apresentada pela omicron perante a vacina avaliada, uma terceira dose, ou dose
reforco, aumentou o nivel da resposta vacinal contra a omicron. Entretanto, plasma
de pacientes que ja haviam contraido as formas leves ou severas da COVID-19

mostraram uma eficiéncia reduzida em inibir a infeccdo viral. O efeito disso tem sido
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visto nos casos de reinfeccdo decorrentes do surgimento da omicron e a nova onda

epidemioldgica ©?.

A descoberta da omicron em 2021 indicou a presenca de trés subvariantes,
BA.1, BA.2 e BA.3 ®®_ Logo apds suas descobertas, BA.1 j& era responsavel por
infectar pessoas por diversos paises, tais como casos de COVID-19 em diversos
outros paises, tais como Bélgica, Hong Kong, Israel, Austria, Australia, Franca,
Dinamarca e Alemanha V. Em janeiro de 2022 a BA.2 comecou a tomar proporcoes
globais, sendo classificada como VOC e logo em seguida superando a BA.1 quanto
ao nimero de infectados por essa subvariante ©®. Ambas as subvariantes possuem
51 mutacdes espalhadas pelo genoma, 32 das quais sdo comuns entre as duas
variantes ®”. Das 32 mutacdes, 21 estdo presentes em S, BA.1 possui 13 mutacdes
Gnicas em S e BA.2 possui 7 mutacdes Unicas no mesmo gene. Uma diferenca
importante que pode servir como critério de diagnostico sdo as multiplas delecbes
em NTD de BA.1 e ausentes em BA.2, podendo diferenciad-las em qPCR através do
ensaio de SGTF ®®. Embora BA.2 possua menor quantidade de mutacdes em S em
relacdo a BA.1 (28 e 34 mutacdes respectivamente), BA.2 se comportou de forma
mais transmissivel do que BA.1, podendo também reinfectar pessoas anteriormente
infectadas pela BA.1 ©®®. As mutaces presentes no gene S de BA.2 sdo - T19I,
L24S, ins25PPA, D142D, V213G, G339D, S371L, S373P, S375F, T376A, D405N,
R408S, K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R, Q498R, N501Y,
Y505H, D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, Q954H, N969K, sendo
T19I, ins25PPA, V213G, S371F, T376A, D405N e R408S dunicas quando
comparadas a BA.1 ®”. As mutacdes A67V, Del69/70, T95I, Del143-145, Del211,
L2121, ins214EPE, S371L, G446S, G496S, T547K, N856K, L981F sdo Unicas em

BA.1 quando comparadas com BA.2 ®7

BA.1, BA.2 e BA.3 ndo foram as unicas subvariantes da omicron relatadas no
mundo. Diversas outras subvariantes foram surgindo e algumas chamaram atencao
por conta das preocupacdes quanto ao potencial transmissivel e de evasédo da agéo
dos anticorpos gerados por vacina ou por infeccdes previas. BA.4 e BA.5 foram
primeiramente identificadas na Africa do Sul em janeiro de 2022 e sua disseminac&o
mundial levou na substituicdo da BA.2, a qual era a variante dominante do SARS-
CoV-2 no mundo até abril de 2022 ®®. Sendo assim, além das variantes BA.1 e

BA.2, BA.4 e BA.5 passaram a ser considerados como VOC pela OMS. As proteinas
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spike de ambas as subvariantes, BA.4 e BA.5, sdo idénticas e muito semelhantes a
da BA.2 859 As diferencas proteicas encontradas em BA.4 e BA.5 sdo a presenca
da delecao Del69/70, as mutacbes L452R e F486V e a forma selvagem (wild type -
WT) na posicdo Q493. A mutagdo L452R, também descrita na variante delta, tem
sido associada a um aumento da afinidade entre spike e ACE2, além de estar
associada com reducdo da acdo neutralizante dos anticorpos ®%%9. A mutacéo
F486V tinha uma prevaléncia muito baixa antes da BA.4 e BA.5, visto que a taxa de
mutacdes sinbnimas e ndo sindbnimas nesse aminoacido apontou uma selecéo
negativa, favorecendo a permanéncia da forma selvagem F. Entretanto, mutacdes

nessa posicao favorecem a evaséo da proteina a acdo neutralizante dos anticorpos
(59)

Algumas outras subvariantes da omicron s&o oriundas de recombinacgdes
entre variantes diferentes. Como ja foi dito, as recombinacées sdo eventos muito
importantes para explicar o surgimento das espécies dos coronavirus. As formas
recombinantes do SARS-CoV-2 ja foram relatadas, sendo a maioria oriundas a partir
de recombinacdes entre BA.1 e BA.2 @. Em janeiro de 2022 algumas sequencias
depositadas na Iniciativa Global de Compartilhamento de Dados da Gripe Aviaria
(GISAID - do inglés Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data) apontavam
para formas recombinantes entre delta e omicron, posteriormente conhecidas como
Deltacron, mas que foram removidas na plataforma ap0s inspecdes apontarem que
essas sequencias indicavam fontes de contaminacdo . Entretanto, outras
sequéncias depositadas na mesma plataforma evidenciavam pontos de
recombinacdo entre delta e omicron. As subvariates XD (encontrada na Franca e
Dinamarca), XF (encontrada na Inglterra) e XS (encontrada nos Estados Unidos) sao
casos de recombinagédo entre delta e omicron. Dentre as formas recombinantes
entre BA.1 e BA.2 a XE é a mais importante por apresentar vantagem propagativa

em relacdo a BA.2 @,

Recentemente mais duas variantes da omicron comecaram a ganhar
destaque — a BQ.1 e XBB.1 ®». O Grupo Consultivo Técnico sobre Evolucdo do
Virus SARS-CoV-2 (TAG-VE) discutiu as ultimas evidéncias sobre as variantes da
omicron e as implicacdes quanto ao surgimento dessas duas novas subvariantes.
Ambas ja foram detectadas em diversos outros paises e suas prevaléncias estdo em

crescimento. A BQ.1 foi identificada em 65 paises, enquanto a XBB.1 em 35. A BQ.1
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€ uma sublinhagem da BA.5 a qual se diferencia genotipicamente com a presenca
das mutacdes K444T e N460K, ambas contidas em RBM. Embora ndo haja ainda
nenhum indicio de aumento da gravidade da doenca, essas muta¢fes adicionais
podem conferir a essa variante evasédo aos anticorpos gerados por infec¢des previas
das variantes antigas da omicron, sugerindo risco de reinfeccdo Y. A XBB.1 é uma
forma recombinante entre BA.2.10.1 e BA.2.75. As principais mutacfes associadas a
essa variante sdo V445P, G446S, F486S e F490S, todas pertencentes a RBM.
Embora as evidéncias de possibilidades de reinfecces em pessoas que ja haviam

se infectados pela omicron, essa variante precisa ser mais investigada ©.



35

3.3 VIGILANCIA MOLECULAR DO SARS-CoV-2

Durante 2 anos de pandemia o SARS-CoV-2 esteve em constante evolugao e
o impacto disso foram as diversas ondas de casos de COVID-19 pelo mundo. Té&o
importante quanto as campanhas vacinais, destinadas ao controle de novas
infeccbes e hospitalizacdes, as metodologias de monitoramento epidemioldgico da
COVID-19 sao ferramentas essenciais para lidar com a emergéncia de saude global
gerada pelo SARS-CoV-2. Diversas séo as formas de diagnaostico e vigilancia, como
testes de abordagem imunoldgica, que detectam antigenos e/ou anticorpos, como
por exemplo os testes Imunoenziméticos (ELISA), os testes de imunocromatografia
(testes rapidos) e os testes de neutralizacdo, e moleculares, onde o objetivo é
investigar a presenca do material genético do hospedeiro, quantifica-lo e avaliar sua
caracteristica genotipica . O diagnéstico a partir do isolamento do material genético
viral permitiu a identificacdo das variantes prevalentes nas diferentes fases da
pandemia. A melhor forma de conduzir a vigilancia molecular viral é a partir das
técnicas de sequenciamento, as quais podem ser de genoma completo ou parcial. O
sequenciamento parcial do gene S € o suficiente para confirmar a infeccdo de
variantes conhecidas “°?. A identificacdo de novas variantes e suas classificacdes

filogenéticas s6 sdo possiveis a partir do sequenciamento de genoma completo.

Outras metodologias podem auxiliar na deteccdo de variantes, como por
exemplo o SGTF que pode indicar ou identificar variantes como a alfa e as
subvariantes da omicron ©®®. As plataformas de Sequenciamento de Nova Geracao
(NGS) e a metodologia convencional de Sanger tem sido empregadas na pandemia
para a geracao de dados de sequéncias de genoma completo ou parcial, auxiliando
no monitoramento da evolugéo viral, identificagcdo das variantes responsaveis pelas
ondas de casos epidemioldgicos e avaliacdodo impacto de suas mutacdes na acao
neutralizante dos anticorpos oriundos das vacinas e infec¢des previas, consolidando-

se como ferramentas essenciais para a vigilancia molecular viral.
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3.3.1 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO (NGS)

No inicio do surto epidemiolégico da COVID-19, o agente etioldgico por tras
desses casos foi identificado através da técnica de metagenoma de RNA, a qual &
capaz de sequenciar multiplos genomas em uma Unica amostra biolégica . A partir
da descoberta do SARS-CoV-2, diversas outras amostras colhidas de pacientes
acometidos por esse patégeno foram submetidas ao sequenciamento de genoma
completo e os dados publicados em bancos de dados genémicas como o GenBank e
GISAID. Esses dados gerados sédo importantes para o monitoramento da evolucao
do agente etiolégico, desenvolvimento de testes diagndsticos sejam soroldgicos ou
moleculares, analise filogenética, rastreabilidade da origem do patégeno e
desenvolvimento de vacinas. As plataformas de NGS oferecem a deteccdo em
elevado rendimento de multiplos patdgenos sem que a equipe médica dependa de
métodos de cultura e hipoteses clinicas, incluindo bactérias, fungos, virus e

protozoarios/parasitas ©.

Séao diversas plataformas que utilizam a tecnologia de NGS sob diferentes
mecanismos, embora todas se apropriem dos mesmos principios basicos ®. Em
todas as plataformas o material genético alvo, podendo ser DNA ou RNA, sera
preparado em uma biblioteca de DNA, seja esse material previamente fragmentado
ou nao, podendo passar por etapa de amplificagéo por PCR, e, no caso do material
alvo ser RNA torna-se necessaria a PCR por transcrigdo reversa (RT), amplificando
e sequenciando individualmente o fragmento genémico, gerando leituras (reads) que
serdo analisadas em conjunto para que o genoma seja montado com alta confianca
®) Como no NGS ha a geracéo de diversas leituras por toda regido alvo, podendo
ser de todo o genoma ou de uma regiao parcial de um genoma, entdo a quantidade
dessas leituras que abrangem um dado nucleotideo (cobertura) vai definir o grau de
confianca para cada posi¢ao analisada, onde posicdes com alta cobertura possuirao
maior confiabilidade na hora da chamada das bases (base call). Os subtipos de NGS
séo: Pirosequenciamento, sequenciamento por sintese, sequenciamento por ligacao,
sequenciamento por ion-semicondutor e sequenciamento de molécula Unica em
tempo real ®. Dentre eles, 0 mais comum é o sequenciamento por sintese (do inglés
sequencing by synthesis — SBS), utilizado por diversas empresas, com destaque da

llumina.
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Dadas as possibilidades fornecidas pelas tecnologias de NGS, pesquisadores
do mundo todo estiveram coletando amostras e sequenciando-as por diferentes
plataformas e diferentes finalidades. No inicio da pandemia, na China, alguns
laboratérios investigaram em paralelo o SARS-CoV-2, além do CDC chines a qual
utilizou as plataformas MiSeq ou iSeq da Illlumina ©?. O resultado desses
sequenciamentos permitiu a identificacdo ndo s6 do clado filogenético do SARS-
CoV-2, mas suas relagbes com outros virus ja conhecidos como o SARS-CoV, com
79% de similaridade entre ambos 0s genomas, e outros coronavirus encontrados em
morcegos, podendo estabelecer uma rota de origem para esse patdogeno. Moore et
al. utilizou a plataforma MinlON, fabricada pela Oxford Nanopore Tecchnologies,
para realizar um trabalho de metagenomica para identificar o SARS-CoV-2, a partir
da tecnologia de NGS baseado em amplicon, onde ao invés de obter diversos
fragmentos dos genomas contidos na amostra analisada, (procedimento comum em
metagenomica), os autores usaram 200 pares de primers para obter produtos de
1000 pares de bases de cada par de primer anelado ao longo do genoma do SARS-
CoV-2 ®)  Essa técnica permitiu a identificacdo do genoma viral com maior
cobertura do que a metagenomica convencional. Outro trabalho realizado por
C.Charre et al. comparou a performance entre 4 plataformas de NGS para
sequenciamento de genoma completo do SARS-CoV-2, sendo uma dessas também

usando sequenciamento baseado no amplicon ©

. Embora todas as plataformas
tenham alto grau de concordancia, rendendo genomas quase completos, a
plataforma utilizando sequenciamento baseado em amplicon foi a Unica sensivel
para sequenciar amostras com carga viral moderada a baixa, com Cycle Threshold

(C.T) de 33.

Amostras com carga viral baixa € um fator limitante para essas plataformas de
NGS, visto que amostras com C.T superior a 25 normalmente ndo sdo bem
sequenciadas ®. Além disso, outro ponto negativo é o custo operacional elevado
para implementacao da técnica e treinamento de pessoal, tornando essa plataforma
de acessibilidade limitada. Visto que o0 SARS-CoV-2 se tornou um virus pandémico,
plataformas alternativas de genotipagem devem ser empregadas para permitir uma

vigilancia molecular de forma mais globalizada.
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3.3.2 SEQUENCIAMENTO DE SANGER

As dificuldades envolvidas na obtencdo dos dados de genoma por parte das
tecnologias de NGS podem prejudicar o monitoramento da real situacéo
epidemiolégica do SARS-CoV2, visto que esse virus esta em constante evolucao e
mutacdes e variantes surgem periodicamente. De uma maneira alternativa, a
tecnologia proposta por Sanger em sequenciar um fragmento de material genético
pode ser mais viavel do que sequenciar o genoma inteiro, além de servir como

opcao de custo operacional mais vantajosa .

A metodologia de Sanger funciona de forma mais simples que as plataformas
de NGS, ndo exigindo producdo de biblioteca de DNA e preparacbes bem
elaboradas dos fragmentos do material genético alvo. O PCR ou RT-PCR, se o
genoma for de RNA (como é o caso do SARS-CoV-2), € aplicado como uma etapa
essencial para o sequenciamento. O sequenciamento de Sanger sera realizado no
fragmento amplificado (amplicon) alvo da PCR, ou seja, esse € um sequenciamento
que pode ser utilizado para qualquer PCR ja implementada anteriormente em um

laboratério de diagnostico molecular, funcionando como uma metodologia adaptavel
(65)

Para que o resultado do sequenciamento seja de Otima qualidade é
necessario que a extracdo do material genético e a qualidade do ensaio do PCR seja
garantida, portanto, a eficacia do processo vai depender do kit de extracéo utilizado,
0 conjunto de primers e 0s reagentes para o ensaio de PCR. Em um laboratério que
ja realize ensaios de PCR para fins de diagnéstico ou pesquisa e que ja tenham
padronizado todo o protocolo de extracdo de acidos nucleicos e PCR, a adoc¢éo do

sequenciamento de Sanger ndo necessitara de treinamentos adicionais de equipe.

Ao sequenciar a regiao alvo e inserir os produtos do sequenciamento na
maquina de eletroforese capilar, os resultados serdo visualizados em um
cromatograma, a qual representa cada base identificada pelo aparelho e a anélise
dos dados envolve a interpretacdo desses cromatogramas e dados brutos. A
metodologia de Sanger permite o sequenciamento de 800 a 1000 pares de base por
fragmento alvo. A partir das sequéncias geradas, sera montada a sequéncia
consenso, referente a regido alvo analisada, quee entdo serd comparada com uma

sequéncia referéncia para identificar os pontos de mutacéo na regido alvo (69),
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Embora essa seja uma metodologia antiga, ainda € muito utilizada para
sequenciamento de fragmentos pequenos do genoma, identificacdo de mutacdes e
confirmacdo de dados de sequenciamento gerados por NGS, permanecendo como
um padrao ouro na determinacdo das sequencias nucleotidicas, sejam em material
genético isolado de amostras bioldgicas ou produzidos sinteticamente . A partir
disso, alguns autores utilizaram essa metodologia para identificar as variantes virais
do SARS-CoV-2. Um estudo conduzido por Chaki et al. foi capaz de identificar
variantes como alfa, delta e omicron BA.2 a partir de um sequenciamento de
fragmento curto (<275 pb) a qual faz parte de RBM, em amostras que o CT chegou
em 35.7, considerado como carga viral baixa ©®. Outro estudo relatou a identificacdo
de variantes do SARS-CoV-2 em Hiroshima durante diferentes periodos da
pandemia, sequenciando uma regido de 798 pb no gene S ©”. Esses trabalhos
demonstram a capacidade da metodologia de Sanger em identificar variantes
importantes do SARS-CoV-2 a partir da regido mais variavel do genoma,
substituindo a utilizacdo de NGS através de uma metodologia de melhor custo-

beneficio e com resultados em tempo mais curto.
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4. METODOLOGIA

4.1 DESIGN DO ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional transversal, desenvolvido no Laboratério
de Pesquisa em Infectologia (LAPI) do Hospital Universitario Professor Edgard
Santos (HUPES), da Universidade Federal da Bahia, Salvador, Brasil.

Foram selecionadas amostras preservadas, positivas para SARS-CoV-2, de
individuos maiores de 18 anos, que chegaram a este centro com sintomas de
infeccdo, bem como de profissionais de saude do HUPES que desenvolveram
COVID-19. Os individuos foram atendidos no ambulatério de pneumologia do
HUPES de junho de 2020 a fevereiro de 2022. Todas as amostras dos participantes
envolvidos foram confirmadas para COVID-19 por meio da detec¢cdo de SARS-CoV-
2 em amostras de saliva por um ensaio de RT-gPCR, usando o kit comercial da
lcopyTM COVID-19 gqPCR 4plex Kit (1Drop, Seongnam-si), para a deteccdo de
SARS-CoV-2 a partir da amplificacdo de 3 genes: E, N e RdRp. As amostras foram
consideradas detectaveis com C.T igual ou inferior a 40 em todos os 3 genes.

4.2 PROTOCOLO DE AMPLIFICACAO

Utilizamos 2,5 ul de RNA extraido da saliva em um ensaio de transcricao
reversa utilizando o kit SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen,
Massachusetts) conforme manual do fabricante. As ciclagens das duas etapas séo
72°C a 5 minutos (12 etapa), choque térmico a 3 minutos (apds o tempo térmico) e
50°C a 10 minutos, 55°C a 10 minutos, 58°C a 10 minutos e 94°C a 1 minuto
(22 etapa). Todo os 6 uL de reacdo da transcriptase reversa foi usado em uma
reacdo de PCR a um volume final de 25 uL. A enzima utilizada foi a Platinum
Taq Polimerase, Brasil (Invitrogen, Massachusetts). As sequéncias dos primers para
amplificagdo da primeira e segunda rodada, exibidos na Tabela 1, foram

(68)

retiradas de trabalhos publicados (https://github.com/artic-network/artic-

ncov2019/blob/master/primer schemes/nCoV-2019/V3/nCoV-2019.tsv).
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As concentracdes dos reagentes, tanto da producdo de cDNA quanto das
duas rodadas de amplificacdo usando a enzima Platinum Tag, foram usadas com
base nas informac¢des dos kits enzimaticos. A ciclagem do primeiro round é 94°C a 2
minutos, 94° a 20 segundos, 60° a 30 segundos, 72° a 1 minuto e 30 segundos por
35 ciclagens e 72° a 2 minutos. 2 uL do primeiro round foi utilizado para uma
segunda rodada de PCR (NESTED PCR) em um volume final de 60 uL, sob a
ciclagem 94° a 2 minutos, de 94° a 20 segundos, 60° a 30 segundos, 72° a 1 minuto
e 10 segundos por 35 ciclos e 72° por 2 minutos. Ao término do PCR, 10 uL do

produto foi destinado a eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

4.3 PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

Utilizamos o kit comercial PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen,
Massachusetts) conforme manual do fabricante, obtendo um material purificado de
40 uL. Os primers de sequenciamento sdo capazes de abranger uma regido de
cerca de 1000 pb no gene S. A reacao de sequenciamento foi realizada usando o kit
BigDye Terminator V3.1 Cycle Senquencing kit. O produto da reacao de BigDye foi
purificado usando isopropanol a 75% e no final acrescentou-se 10 uL de formamida
em cada poc¢o para sequenciamento utilizando o equipamento SeqStudio (Applied

Biosystems, Massachusetts).

4.4 ANALISE DE DADOS

Os resultados foram analisados pelo software Geneious 9.0.5, (Dotmatics,
Massachusetts) para a construcdo da sequéncia consenso a partir da sequéncia
referéncia NC_045512.2 e identificacdo das mutacdes ao longo do genoma. As
sequéncias que continham mutagcbes comuns a variantes importantes foram
alinhadas a outras sequencias depositadas na plataforma GISAID
(EPI_ISL_12838762, EPI_ISL 12838749, EPI_ISL_12587800, EPI_ISL_7566330),
representativas de variantes de preocupacdo e importancia através do editor de
sequéncias alinhadas BioEdit. As sequéncias geradas neste estudo foram
depositadas na plataforma GISAID. A classificacdo adotada para as variantes foi

com base na nomenclatura PANGOlineage, proposta por Rambaut ©¥.
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Abstract: Molecular surveillance of the new coronavirus through new genomic sequencing technolo-
gies revealed the circulation of important variants of SARS-CoV-2. Sanger sequencing has been useful
in identifying important variants of SARS-CoV-2 without the need for whole-genome sequencing. A
sequencing protocol was constructed to cover a region of 1000 base pairs, from a 1120 bp product
generated after a two-step RT-PCR assay in samples positive for SARS-CoV-2. Consensus sequence
construction and mutation identification were performed. Of all 103 samples sequenced, 69 contained
relevant variants represented by 20 BA.1, 13 delta, 22 gamma, and 14 zeta, identified between June
2020 and February 2022. All sequences found were aligned with representative sequences of the
variants. Using the Sanger sequencing methodology, we were able to develop a more accessible
protocol to assist viral surveillance with a more accessible platform.

Keywords: SARS-CoV-2; Sanger; variants; surveillance

1. Introduction

SARS-CoV-2, a new coronavirus that causes a severe acute respiratory syndrome
(COVID-19), was first reported in December 2019 [1] and soon after became a pandemic
due to its high transmission rate, which favored the formation of new genomic mutations
and contributed to the emergence of new variants [2].

As of November 2020, three new variants of the coronavirus emerged, originating
from Brazil (gamma variants -P.1), the United Kingdom (alpha variant -B.1.1.7), and South
Africa (beta varian-B.1.351) [3-5]. They rapidly spread across continents and were classified
by the World Health Organization (WHO) as Variants of World Concern (VOC). Currently,
the sub-variants of omicron (B.1.1.529), BA.2, BA 4, and BA.5, are the only ones with this
classification [6].

In the middle of 2021, the delta variant caused an outbreak, becoming the most
prevalent and worrying worldwide [7]. However, the emergence of new cases and the
prevalence of the omicron variant in South Africa evidenced the change in the epidemio-
logical landscape, whereas the circulation of the delta variant has been suppressed by the
high transmissibility of the omicron [8].

Molecular surveillance of the new coronavirus through new genomic sequencing
technologies has played a fundamental role in the monitoring of COVID-19 evolution by
allowing the identification and screening of the main variants responsible for outbreaks
around the world [9].

Methodologies involving Next Generation Sequencing (NGS) has been essential dur-
ing the pandemic, from the detection of the etiological agent in the first samples until
the determination of variants from the sequencing data deposited on platforms such as
GISAID [10]. However, NGS is a platform with restricted accessibility due to operational
costs, making difficult the viral molecular tracking in a widespread way [11]. Although
Sanger sequencing is an old methodology, it is still very useful for mutation analysis and
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confirmation of NGS data. Recently, it has been used to identify important variants of
SARS-CoV-2 without need of the whole-genome sequencing [11].

In this study, we implemented an amplification and sequencing protocol for SARS-
CoV-2 to identify the most important variants from a segment of the S gene. Our protocol
included the Receptor Domain Binding (RBD) in the S1 subunit, the S1/S2 cleavage site,
and the start of the S2 subunit, thus spanning amino acids K417 through T716, in a single
1120 bp PCR product.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design

This is an observational cross-sectional study, developed at the Research Laboratory
for Infectious Diseases (LAPI) at Hospital Universitario Professor Edgard Santos (HUPES)
in Federal University of Bahia, Salvador, Brazil.

We selected preserved samples, positive for SARS-CoV-2, from individuals over
18 years of age, who came to this center with symptoms of infection, as well as from
HUPES healthcare workers who developed COVID-19. Individuals were attended to at the
HUPES pneumology outpatient clinic from June 2020 to February 2022. All samples from
involved participants were confirmed for COVID-19 through [12] detection of SARS-CoV-2
in saliva samples by an RT-qPCR assay, using the commercial kit 1copyTM COVID-19 qPCR
4plex Kit (1Drop, Seongnam-si), for amplification of 3 genes: E, N, and RdRp. Samples were
considered detectable with Cycle Threshold (C.T) equal to or less than 40 in all 3 genes.

2.2. Amplification Protocol

We used 2.5 puL of RNA extracted from saliva in a reverse transcription assay using
the SuperScript III Reverse Transcriptase kit (Invitrogen, Waltham, MA, USA) accord-
ing to the manufacturer’s manual. The cycles of the two stages are 72 °C at 5 min (1st
stage), thermal shock at 3 min (after thermal time), 50 °C at 10 min, 55 °C at 10 min,
58 °C at 58 min, and 94 °C at 1 min (2nd stage). For PCR reaction, 6 uL of reverse
transcriptase reaction was used at a final volume of 25 pL. The enzyme used was Plat-
inum Taq Polymerase from Brazil (Invitrogen, Massachusetts). The sequences of primers
for the first and second rounds of amplification, shown in Table 1, were taken from
published works [13] (https://github.com /artic-network /artic-ncov2019/blob /master/
primer_schemes/nCoV-2019/V3 /nCoV-2019.tsv accessed on 12 April 2021). The concen-
trations of all reagents used followed the guidelines of the enzymatic kits. The cycling of
the first round is 94 °C for 2 min, 94 °C for 20 s, 60 °C for 30 s, 72 °C for 1 min and 30 s for
35 cycles, and 72 °C for 2 min. An amount of 2 uL of the first round was used for a second
round PCR (Nested PCR) in a final volume of 60 uL, cycling at 94 °C for 2 min, 94 °C for
20's,60 °C for 30 s, 72 °C for 1 min and 10 s for 35 cycles and 72° for 2 min. At the end of
the PCR, 10 uL of the product was used for electrophoresis in a 1.5% agarose gel.

Table 1. Information of primers used in nested PCR and sequencing.

Primer’s Name Sequence ™ TA Position
1R Primer foward 75 @ AGAGTCCAACCAACAGAATCTATTGT 64.57 60° 22.517-22.524
Primer reverso 79 CATTTCATCTGTGAGCAAAGGTGG 64.4° 60° 24.146-24.169
2R Primer forward CoV17 ® ATCTCTGCTTTACTAATGTCTATGC 64.57 60° 2.728-22.752
Primer reverso 78 @) TGTGTACAAAAACTGCCATATTGCA 64.5° 60° 23.823-23.847
SEQ Primer foward 77 ) CCAGCAACTGTTTGTGGACCTA 64.9° 60° 23.123-23.144
Primer reverso 77 @ CAGCCCCTATTAAACAGCCTGC 65.4” 60° 23.501-23.522

The name, sequence, melting temperature (T.M), annealing temperature (T.A), and position are shown. The
terms in bold represent the steps of RT-PCR, where the first round (1R) will produce a 1645 bp strand and the
second round (2R) will produce a 1120 bp strand. The sequencing of the strand generated by the 2R will allow the
identification of 25 important target mutations. (a): removed primers from ARTICnetwork; (b): removed primers
from Shaibu et al. [13].
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2.3. Purifications and Sequencing

We used the commercial kit PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, MA, USA)
according to the manufacturer’s manual, obtaining a purified product of 40 uL. The se-
quencing primers can cover a region of about 1000 base pairs (bp) in the S gene. The
sequencing reaction was performed using the BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing
kit. The BigDye reaction product was purified using 75% isopropanol, and at the end
10 uL of formamide was added to each well for sequencing using the SeqStudio (Applied
Biosystems, Waltham, MA, USA).

2.4. Data Analysis

The results were analyzed by the Geneious 9.0.5 software (Dotmatics, MA, USA) for
the construction of the consensus sequence from the reference sequence NC_045512.2 and
identification of mutations along the genome. Sequences that contained mutations common
to important variants were aligned to others, deposited on the GISAID and NCBI GenBank
platforms, representative of variants of concern. The sequences generated in this study
were deposited on the GISAID and GenBank platforms’ Table S1. The classification adopted
for the variants was based on the PANGO lineage nomenclature, proposed by Rambout
et al. 2020 [14].

3. Results

A total of 103 samples obtained from people with COVID in the period from 23 June
2020 to 12 February 2022 were used (Figure 1). The proportion of men in the sample was
53.2%. The age of the participants ranged from 18 to 85 years with a mean of 48 years.
Among all the participants, cough was the most prevalent symptom (60%); HIV infection
was the most common health condition, comprising 18% of the samples collected.

100%
90%
80%
70%
60%
50% mB.1.1.529 (BA.1)
B.1.617.2
o upP1
30% mpP2
20% mB.1
10%
0%

Variants proportion

OO OO0 O ™ ™ ™ v+ % — v~ — = — % NN T
NNNNNNN NNN NNNNNNNS
C_mQ~>Q “)\C:C”D.H>‘-7C.Q
33,30)80&)@1»‘“‘1-:\1:%3@800::00;"
= < 0 202 2 %% S < 0 Z 8 S

Period expressed in mo - y

Figure 1. Distribution of studied variants in 2020 to 2022. Distribution of the variants detected in
the study period, by month: wild type (B.1) as red, zeta (P.2) as blue, gamma (P.1) as green, delta
(B.1.617.2) as yellow, omicron (BA.1) as purple. It can be observed that the B.1 strains and the P.1
variant had the highest prevalence among the analyzed samples, while the BA.1 was the only variant
found in the first two months of 2022.

We were able to amplify a single, extensive region of DNA of 1120 bp in all samples,
which is enough to identify important mutations for the characterization and differentiation
of emerging variants (Figure 2). The CT values for the samples ranged from 4.6 to 37.
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Figure 2. Primer placement and detection coverage. Positioning of the amplification and sequencing
primers within the S gene. The positioning of the primers allows identification of the 25 mutations
signaled in the image. The first round of PCR (primer forward 75 and primer reverse 79) amplifies an
extensive region of the gene, covering the entire portion of RBD up to the initial portion of the S2
subunit. The product of the second round (Primer Forward CoV-17 and Primer Reverse 78) delimits
the region for sequencing and identification of mutations.

In total, 28 important mutations are potentially identified, all located between amino
acids K417 to T716 that are present in VOCs and VOIs, from position 1251 to 2148 of the S
gene (Table 2). In all samples, we identified 23 mutations. All of these mutations allowed
us to identify and differentiate 15 viral variants, including 4 omicron subvariants.

Among the sequenced samples, we found 4 relevant variants, represented by 13 delta
variants (19%), 20 omicron variants (BA.1) (29%), 22 gamma variants (32%), and 14 zeta
variants (20%) in a total of 69 samples. Currently, BA.2, BA 4, and BA.5 are classified as
VOC. Two samples presented mutations suggestive for Lambda (C.37), L452Q and D614G,
but none showed the F490S mutation. Thirty-four samples (33%) belong to the wild lineages
(B.1) that prevailed at the beginning of the pandemic.

The sequences corresponding to the variants found were aligned with representative
sequences of these variants, deposited on the GISAID platform, plus the first one generated
in Wuhan, NC_045512.2. All detected mutations representative of each variant were paired
with those found in the sequences removed for alignment (Figure 3).
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Table 2. Mutations and possible variants identified by the protocol.

Lineage
Mutation

Zeta
P2

Gama
P1

Delta
B.1.617.2

B.

1

Omicron

BA2

B

4

B

5

Alfa
B.1.1.7

Beta
B.1.351

Lambda
C.37

Eta
B.1.525

Iota Kappa
B.1526  B.1.617.1

Epsilon Mu
B.1.427  B.1.621

K417N
K417T
N440K
G446S
L452Q
L452R
S477N
T478K
E484A
E484K
E484Q
F486V
F490S

Q493R
G496S

Q498R
N501Y
Y505H
T547K
A570D
D614G
H655Y
Q677H
N679K
P681H
P68IR
A701V
T7161

X

A.
X
X
X

XXX

XXX X XX

X X

X

X
X

X KX X

XK X

KX XX

XX X

XX x|®

A.
X
X
X

< KX XX

XX X

X

X

X

X

The set of these mutations is sufficient for the identification and differentiation of these 15 variants, represented in bold (zeta, gamma, delta, BA.1, BA.2, BA 4, BA.5, alpha, beta, lambda,
eta, iota, kappa, epsilon, and mu), since some individual mutations are specific and each variant has a combination of mutations capable of differentiating them from each other. Four
omicron sublineages can be differentiated due to the absence of two mutations, G496S and T547K (BA.2), and presence of L452R and F486V (BA.4/BA.5). The “X” marking in the body of
the table represents the presence of mutations in each variant.
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Figure 3. Alignment of the sequences with the representative of each variant and the reference
generated in Wuhan. Protein sequences of some samples were aligned with templates for zeta (P.2),
gamma (P.1), delta (B.1.617.2), and omicron (B.1.1.529). BA.1 plus the reference sequence generated in
Wuhan. This alignment was done in the BioEdit program. The mutation profile found in each sample
was paired with the one found in the template samples, confirming the classification adopted for the
samples (SCOV-1627, SCOV-1108—zeta; SCOV-2055, SCOV-1826, SCOV-2056—gamma; SCOV-2154,
SCOV-2732, SCOV-2731—delta; SCOV-2842, SCOV-2846, SCOV-3440—omicron). The illustrated
protein alignment corresponds to position 417 to 705 of the spike.

4. Discussion

The emergence of new SARS-CoV-2 variants has raised concerns about the new chal-
lenges of the pandemic. Sanger sequencing seems to be a viable alternative tool for
identifying emerging SARS-CoV-2 variants [15]. In this work, we used Sanger sequencing
technology to construct a simplified protocol for detecting the most important variants in
the global scenery. We were able to identify several variants of SARS-CoV-2 during two
years of pandemic, using a simplified protocol that allowed us to follow the changes in
circulating variants.

The protocol was constructed with the aim of identifying 28 key mutations in the S
gene of SARS-CoV-2, RBD, S1/52 cleavage region and the beginning of the S2 subunit. In
this region there are mutations characteristic of 11 main variants of the coronavirus plus
4 subvariants of omicron (B.1.1.529), such as Alpha (B.1.1.7), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2),
BA.1, BA.2, BA4, and BA.5 (B.1.1.529), Beta (B.1.351), Zeta (P.2), Theta (P.3), Lambda (C.37),
Eta (B.1.525), Iota (B.1.526), Kappa (B.1.617.1), Mu (B.1.621), and Epsilon (B.1.427) [2].

Other authors using the same technology were also able to identify mutations in the
same region [16-18]. Salles et al. developed a sequencing protocol covering the entire S
gene where they were able to identify the gamma variant without the need to sequence the
entire genome [11]. Besides the gamma variant, others such as delta, alpha, beta, epsilon,
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iota, kappa, and eta could be identified by other authors by sequencing five regions of
the S gene [19]. Our protocol has the advantage of identifying the main variants of the
coronavirus using only a single amplified fragment.

NGS platforms are useful tools for tracking viral gene variability in an infected indi-
vidual, as well as for tracking mutations not detected by the Sanger platform [20]. As the
pandemic progressed and new variants emerged, the genome sequencing data could not
timely follow the increase in the number of cases worldwide, as more than 600 million
cases were reported by May 2022 and only 13 million sequences have been deposited in
the GISAID database since the beginning of the pandemic [9]. This confirms the weakness
of current viral molecular surveillance, as the use of these platforms is concentrated in
places with more sophisticated facilities and greater research resources. In addition, for
a virus such as SARS-CoV-2 that does not present a high mutation rate [21] observed in
other viruses such as HIV [22], Sanger technology becomes a more affordable alternative
for screening important variants associated with new outbreaks worldwide [15].

In our study, we were able to sequence 103 samples from different periods of the
pandemic, distributed over the peak periods. There were 38 (37%) between June 2020 and
December 2020, 45 (44%) during year of 2021, and 20 (19%) in the months of January and
February 2022. The C.T value of all samples was used to evaluate the effectiveness of the
protocol against different viral loads. Our protocol was able to sequence samples with
C.T from 4.6 to 37.0, showing its robustness despite the variation of viral load in clinical
samples.

We included samples from 2020 to 2022, which provided us a way to follow the
prevalence of variants over time. We detected the circulation of four important variants in
addition to those belonging to wild strains predominant in 2020. In Bahia, in June 2020,
variants B.1.1.28 and B.1.1.33 dominated the epidemiological picture, being suppressed by
the emergence of gamma (P.1) and zeta (P.2) in January 2021 [23]. In total, we identified
34 samples containing wild-type strains, not specified by our protocol.

Among the important variants found in 69 samples, four variants are no longer
circulating: gamma (P.1), zeta (P.2), delta (B.1.617.2), and the omicron subvariant BA.1
(B.1.1.529). When it was discovered, the omicron variant had 36 spike mutations, 15 of
which are in RBD, some of which are present in other variants such as delta, beta, and
gamma (K417N, T478K, N501Y, H655Y and P681H) [24] and are associated with viral escape
to vaccines [25,26]. Our protocol was able to identify 13 mutations belonging to this variant,
in which it was possible to visualize omicron-specific mutations (N440K, G446S, S477N,
E484A, Q493R, G496S, Q498R, Y505H, T547K, N679K) [24,27].

The omicron variant is composed of several sublines, three of which are considered
VOC, BA 2, BA.4, and BA.5, and basically have the same number of mutations [28,29].
Currently, BA 4 and BA.5 dominate the world epidemiological scenario, demonstrating
greater transmissibility than BA.2. In addition, BA.4 and BA.5 can reinfect individuals who
have already had COVID-19 by previous subvariants of omicron [30,31]. In our study, we
identified 20 omicron variants, all characterized as BA.1. We did not identify the newest
subvariants. Our protocol can differentiate BA.1, BA.2, BA.4, and BA.5, even though it
cannot cover mutations such as D405N and D408S present in BA.2, BA.4, and BA.5. Itis
also able to continue identifying relevant variants as the viral evolution progresses. The
absence of substitutions G446S, G496S, and T547K in BA.2 and the presence of L452R,
F486V in BA.4/BA.5 became a differentiating criterion between them (Table 2) [27,28].

Thirteen sequences were classified as delta variants. This variant was first discovered
in October 2020 but named by the WHO in May 2021 [6]. It has been considered a VOC due
to its high transmissibility, short incubation period, and potential evasion of the neutralizing
activity of antibodies generated by vaccine and previous infections [7,32]. In these samples,
we identified three delta-specific mutations (L452R, T478K, and P681R) in addition to
D614G, in agreement with other sequencing protocols, that used the same technology,
capable of identifying delta [33].
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The gamma variant, which is no longer important in the overall epidemiological
picture of the pandemic, was identified in 22 samples. This variant was initially discovered
in Japanese travelers returning from Manaus in November 2020 and was associated with
the peak of cases in that city [34]. In these samples, we could find the common mutations
described to gamma (K417T, E484K, N501Y, and H655Y). The E484K mutation was also
found in 14 more samples, identified as zeta, a former VOI that is no longer circulating.
Zeta was prevalent in Brazil in late 2020, where its emergence was accompanied by the
spread of strains containing the E484K mutation [35].

The target region of our sequencing protocol comprises important amino acids for the
infection mechanism of SARS-CoV-2 [36]. The amino acid K417, the first to be identified
in our protocol, is part of the receptor-binding domain and is immediately adjacent to
the receptor-binding motif (RBM), which encompasses the amino acids at positions 438
to 506 [2]. The S1 domain exhibits greater variability in amino acids compared to the 52
domain, with RBM being the most variable portion of RBD [2]. Within this RBM region,
there are numerous important mutations, and all the VOCs already identified have at
least one mutation in this region, conferring resistance to neutralizing antibody action and
enhanced antigen-receptor interaction [37-40]. The enzymatic cleavage region between
S1 and S2 stands out, because three essential mutations for the identification of important
variants (H655Y, N679K and P681H) increase the proteolytic activity in this region, leading
to increased viral infectivity and replication [27].

Mutations in the S gene responsible for the genotypic characterization of SARS-CoV-2
variants also influence their phenotypic characteristics, conferring escape to antibodies
generated by vaccine or previous infections. Booster doses have emerged with the goal of
improving vaccination coverage due to the emergence of new variants and the possibility
of reinfection [41,42]. Success in identifying the variants through our protocol allowed us
to observe that 100% of those who had the omicron variant and 70% of those who became
infected with delta were vaccinated. The current protocol proved to be a simplified and
effective tool for variant detection and could be applied to variant monitoring in vaccinated
individuals.

5. Conclusions

Molecular surveillance of SARS-CoV using genome sequencing methodologies has
provided worldwide data on viral evolution and adaptability as new cases emerged.
The use of NGS for this purpose played an important role in this pandemic, although
it is a platform of limited access due to operational costs. With the Sanger sequencing
methodology, we were able to develop a more accessible protocol, which allowed us to
identify four important variants from a single amplified DNA fragment. Thus, this protocol
can assist viral surveillance from a more accessible platform.
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6. DISCUSSAO

Durante 2 anos de pandemia o SARS-CoV-2 evoluiu disseminando-se pelo
mundo todo, multiplicando-se e adquirindo mutacdes por todo 0 seu genoma.
Mutagcbes no gene S do virus trouxe preocupagbes diante das formas de
enfrentamento ao virus, visto que a presenca de muitas mutacbes nessa regiao
aumentou a transmissdo viral e a capacidade de evasdo a acdo de anticorpos
neutralizantes, tornando o virus capaz de superar a protecdo gerada pelas vacinas e
infeccBes previas, trazendo a tona casos de infecgcdo em pacientes ja vacinados e

reinfeccdes em individuos previamente infectados pelo SARS-CoV-2 ©9.

As plataformas de sequenciamento sdo essenciais para o acompanhamento
da evolucao viral e devido ao limitado acesso a essas tecnologias, a metodologia de
sequenciamento de Sanger vem a tona como uma plataforma alternativa de
deteccdo de variantes relevantes do SARS-CoV-2 de forma mais acessivel . Neste
trabalho utilizamos a tecnologia de sequenciamento Sanger para detectar as
variantes mais importantes no cenario global. Conseguimos identificar 4 variantes do
SARS-CoV-2, durante dois anos de pandemia, utilizando um protocolo simplificado

gue nos permitiu acompanhar as alteracdes das variantes circulantes.

O protocolo foi construido com o objetivo de identificar mutagc6es-chave no
gene S de SARS-CoV-2, RBD, regiao de clivagem S1/S2 e o inicio da subunidade
S2. Nessa regido existem mutacdes caracteristicas de 11 variantes principais do
coronavirus mais 7 subvariantes do émicron (B.1 .1.529), como Alfa (B.1.1.7), Gama
(P.1) Delta (B.1.617. 2), BA.1, BA.2, BA.4, BA5, BQ.1, BA2.75 e a forma
recombinante XBB.1 (B.1 .1.529), Beta (B.1.351), Zeta (P.2), Teta (P.3), Lambda
(C .37), Eta (B.1.525), lota (B.1.526), Kappa (B.1.617.1), Mu (B.1.621) e Epsilon
(B.1.427) (%6:61.69)

Atualmente a omicron continua classificada como VOC visto que, desde sua
descoberta em novembro de 2021, diversas variantes pertencentes a essa linhagem
vao surgindo e obtendo vantagens sobre as variantes da omicron previamente
circulantes ©%. As principais variantes da omicron sédo BA.1, BA.2, BA.4, BA5 e, as
mais novas, BQ.1 e XBB.1 as quais estiveram associadas a ondas de casos
epidemiolégicos em diferentes periodos de 2022, causando casos e reinfeccbes e

comprometendo o nivel de protecdo gerado pelas vacinas. A identificacdo das
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subvariantes da omicron e a diferenciacdo entre elas torna-se possivel com a
utilizacdo desse protocolo, por ele conseguir cobrir a regido de RBM, tdo importante
para o0 SARS-CoV-2 e principalmente para a o0s virus pertencentes a linhagem da

omicron, j& que uma grande parte das mutacdes acontecem em RBD e RBM (669,

Segundo o ultimo levantamento epidemiolégico molecular feito pela Secretaria
de Saude da Bahia (SESAB), no dia 28/11/2022, em 64 amostras analisadas, as
novas variantes da omicron foram encontradas, sendo a BQ.1 e suas subvariantes
possuindo a maior prevaléncia (75%) dentre outras como BA.5, BA.2, XBB.1 e BE.9
("9 Embora o protocolo seja capaz de identificar e diferenciar BQ.1, XBB.1, BA.2 e
BA.4/BA.5, ndo foi possivel identificar essas variantes, visto que o estudo avaliou
amostras até o periodo de fevereiro de 2022, onde BA.1 era a Unica variante da
omicron em circulacdo 9. Segundo a SESAB, a BA.2 comecou a entrar em
circulacdo na Bahia em marco de 2022, dois meses apos o inicio da disseminacao
dessa variante no mundo ®V. Além da BA.1, as variantes B.1 (linhagem selvagem),
zeta, gama e delta foram identificadas em diferentes periodos de coleta,
representando os momentos em que essas variantes surgiram e participaram das

ondas de casos epidemioldgicos.

Outros autores também utilizaram a metodologia de Sanger para identificar
variantes importantes para a pandemia. Lim et al. foram capazes de identificar nove
mutacOes essenciais para caracterizacdo de variantes relevantes como alfa, beta,
gama e delta a partir de cinco pares de primers com alvo no gene S de alta
sensibilidade analitica Y. Outro estudo conduzido por M.Bloemen et al. foi capaz de
identificar a variante omicron BA.1 a partir de um protocolo elaborado capaz de
detectar as 15 das 34 mutagbes da omicron presentes no gene S ("2 Nosso
protocolo foi capaz de identificar essas variantes ja relatadas por esses outros
trabalhos, porém a metodologia criada para esse trabalho foi capaz de identificar as
variantes mais importantes em todos os periodos coletados da pandemia sem que
houvesse a necessidade de alteracdo metodologica. A explicagdo para isso esta no
fragmento sequenciado de 1.120 pb, a qual abrange outras mutacdes definidoras de

linhagem importantes para a diferenciacdo entre as variantes.
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As plataformas de NGS sao Uteis para rastrear a variabilidade genética viral
em um individuo infectado, bem como rastrear mutacdes ndo detectadas pela

("3 A medida que a pandemia avancava e novas variantes

plataforma Sanger
surgiam, os dados de sequenciamento do genoma ndo conseguiam acompanhar o
aumento do numero de casos em todo o mundo, ja que mais de 630 milhdes de
casos foram relatados até novembro de 2022 e apenas 14 milhdes de sequéncias
foram depositadas no banco de dados GISAID desde o inicio da pandemia . Isso
apenas confirma a fragilidade da vigilancia molecular viral atual, ja que o uso dessas
plataformas esta concentrado em locais com instalagcdes mais sofisticadas e maiores
recursos de pesquisa. Além disso, para um virus como o SARS-CoV-2, que nao
apresenta altas taxas de mutagdo observadas em outros virus como o HIV, a
tecnologia Sanger torna-se uma alternativa mais acessivel para a triagem de

variantes importantes associadas a novos surtos mundial (*7®

. Sendo assim, os
resultados desse trabalho confirmam a capacidade que esse protocolo tem em
substituir o uso das plataformas de NGS para a deteccdo das variantes mais
relevantes do SARS-CoV-2, a partir de uma abordagem simplificada e sem a

necessidade de adaptacdes, podendo progredir com a vigilancia molecular viral.



56

7. CONCLUSAO

O protocolo elaborado por esse trabalho foi capaz de identificar e acompanhar
a variabilidade do gene S do SARS-CoV-2 e, por consequéncia, identificar as
variantes mais relevantes para a pandemia, sendo uma antiga VOI, duas antigas
VOCs e uma atual VOC em um periodo de 2 anos de amostragem. Uma
caracteristica muito importante € a ndo necessidade em modificar o protocolo para
conseguir identificar e diferenciar variantes, sendo assim um protocolo estavel e
capaz de continuar detectando novas variantes relevantes que estdao emergindo ao
longo da pandemia. A elaboracdo desse protocolo podera contribuir com a vigilancia
molecular viral a partir do monitoramento da prevaléncia das variantes em diferentes
regides, funcionando como uma metodologia alternativa para os laboratorios que

nao conseguirem implementar plataformas de sequenciamento de nova geracgao.
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Introduction

In December 2019, China reported the Severe Acute Respira-
tory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) as the cause of
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19).! Although Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV)’ and Middle
East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV) infec-
tions hawve higher mortality rates than COVID-19, SARS-Coli-2
spreads much more rapidly than MERS-CoV and SARS-CoV
On March 11, 2020, the World Health Organization (WHO)
announced that epidernic of the novel coronavinis was a pan-
dernic, and as of July 8, 2020, the number of confirmed cases
globally was 11,874,226, associated to ower 545,481 deaths in
216 countries or territories.® At that tirme, Brazil confirmed
over 1.7 million cases, 67,964 deaths, and a mortality rate of
32.3/100,000.°

Direct human-to-human transmission of SARS-CoV-2
cccurs through droplet inhalation while coughing, sneezing,
or even talking, and transmissions caused by contact with
nasal, ocular and oral mucous membranes are also possible.
Saweral clinical symptoms are associated to COWVID-19, such
as fever, cough, shortness of breath, sore throat, chest pain,
headache, anosmia and ageusia.® Although 80% of cases has
light or mild symptoms, the remaining 20% can present with
severe disease, and around 5% will require intensive care treat-
ment, especially those with chronic health conditions includ-
ing cardiopathy, arterial hypertension, disbetes and obesiry.”

Real Time Reverse Transcription Polymerase Chain Reac-
tion (QRT-PCR) of respiratory specimens (oropharyngeal
and nasopharyngeal swabs, bronchoalveclar lavage, tracheal
aspirate) is the gold standard test for detection of SARS-CoV-
2 infection *" Howewver, collecting nasopharyngeal swabs
causes discornfort to patients due to invasiveness of the pro-
cedure, which can reduce the possibility of patient consant
to retest, and may represent considerable risk for healtheare
waorkers, because of its potential to induce patients to snesze
or cough, expelling virus particles.”’

Previous studies have shown high detection rate using
saliva as specimens for laboratery diagnosis of respiratory
viruses.'** Recent studies reported the use of oral flu-
ids/saliva for the detection of SARS-CoV-2."%'f The use of
saliva as a diagnostic sample has several advantages, such as
easy self-collection even at home, and no need of specialized
personnel for sample collection. In addition, saliva collection
is much more comfortable for the patient than nasopharyn-
gealf oropharyngeal swabs procedure.’’ It also saves time,
and is less costly, because it does not require the use of
personal protective equipment nor viral transportation solu-
tion.

Tirmely, accurate and non-invasive samples for SARS-CoV-2
detection will facilitate effective large-scale pandemic control
measures o prevent the spread of COVID-19. The aim of this
study was to validate the use of saliva as a biological sample
for the diagnosis of COVID-19.

Marerial and methods

Study population

Thizs study was conducted at Infectious Diseases Research
Laboratory (LAPI), of Complexo Hospitalar Professor Edgard
Santos (C-HUPES), Federal University of Bahia, in Salvador,
Braml

C-HUPES healthcare workers presenting with signs/
symptoms suggesting SARS-CoV-2 infection, as well as
patients at the COVID-19 ward of C-HUPES, underwent a
nasopharyngeal swab (NPS) and/er oropharyngeal swab (OPS)
collection. All participants recruited to this study, after signing
informed consent, were asked to provide a sample of self-
collected saliva.

This study was approved by the Research Ethics Comrnittee
of Maternidade Climério de Oliveira - UFBA (4.042.620).

Sample collection

Saliva samples were collected into 30ml sterile urine cups.
Participants were instructed to repeatedly spit untl approx-
imately Zml of sample was cbtained, thus aveiding mucous
secretions from oropharynx or lower respiratory tract (e,
sputurm). Samples were transported to LAPL in & thermal box
at 2—8°C, and stored at -B0°C until nucleic acid extraction.
Whenever possible, RMA was isolated from fresh saliva within
gix hours after collection.

Sample processing and viral nucleic acid isolation

Samples were homogenized by repeated pipetting and diluted
1:1 with PBS 1x (phosphate buffered saline) before RMA isola-
tian. KNA Isolation was performed by using QIAGEN QlAasmp®
ENA Mini Kit, according to manufacturer's instructions. Viral
nucleic acid was extracted from 140 pl diluted saliva, and
eluted to &0 pl of elution buffer.

Testing of samples pools with one positive and four nega-
tive samples and one pogitive and nine negative samples was
also performed. It included pesitive samples (ET-Real Time
PCR) with low viral load and high viral load.

RT-Real time PCR

Nasopharyngeal and oropharyngeal specimens were sent to
Bahia Central Laboratory (LACEM), & Stated Reference Labo-
ratory, for SARS-CoV-2 investigation by KT-PCE method, in
accordance to BIOMOL OneStep’ COVID-19 Kit (Parand Molec-
ular Biology Institute] protocel.

For saliva samples RMNA template was subjected to ampli-
fication according to Charité-Berlin protocol *° This protocol
consisted of three stages: first (screening) to amplify the
E gene, a confirmatory and eliminatory step. The last two
stages, targeted RdRp gene, were run in case nucleic acid
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wrolled in this smudy.

Overall fo= 1487 COVID-19 fn=E7) Hon-COVID 19 fo = &2 pvalue

Age (years), median [JGR) 40 (33-485) 40 (35-509 395 (3348 3) 0.588
Male, n %) 46 (30.5) 23 (34.32) 23 2804y 047D
Om=et of symptoms before the test (days), median (JGR) 4 (3-8} 4 3-8 4.5[3-§) 0.548
Symptoms at sample collection
Headache, n %) B2 (61.3) 33(532) 49 (B8.1) 0.10%
Cough, n %) 60 [45.1) 30 (45.2) 30(41.7) 0.484
Myalgia, n (%) 54 [40.3) 25 jan3) 29403 1
Sore throat, n %) 0 [37.3) 14 {22.6) 36 {50) 0.001
Fever, n (%) 7 (276 25 (40.3) 12 [16.7) 0.003
Anosmia, n (%) (215 20(323) 9 (125 0.007
Ageuasia, n %) 28 [20.8) 18 {29.0) 10{12.9) 0.035
Chills, n [%) 27 [17.5) 10{16.1) 14 {10.4) 0.658
Chest pain, o (%) 18 (13.4) 9 (14.5) 9 (125 0.802
Dryspniea, n (%) 16 (11.5) 9 (14.5) 7@ 0.433
* Concordant results for SARS-CoV-2 by ET-PCR between swab and saliva samples.

was detected on screening. Amplification reactions were car- Results

ried out on Applied Biosystems 7500 Real Time PCR detectar,
and results were classified as positive for SARS-CoV-2 when
both E and RdRp genes were detected and cycle threshold
(Ct, number of cycles required for the fluorescent signal to
excesd background level) values were less than or equal o
40.

Immunological assay

In order to confirrn the absence of SARS-CoV-2 infection
in some discordant results, Enzyme Linked Immunosorbent
Asgay [Eurcimmun, Lilebeck, Germany) was performed. Detec-
ton of 1gG antibodies was attempted in plasma samples
collected after three weeks of symptomsdnset, according to
manufacturer's instructions.

Statistical analysis

Descriptive statistica were presented &s a percentage (%)
for categorical variables and median (interquartile range,
IQR) for continuous warisbles. Fisher's and Mann-Whitney
tests were used for categorical and continuous wvariables,
regpectively. Sensitivity, specificity, positive predictive value,
negative predictive walue and a 95% confidence intervals
(CI) were calculated to access diagnostic performance. The
kappa coefficient was used to estimate the agreement
beyond chance between saliva and NPS/OPS KT-FCR results.
All statistical analyses were performed using Statistical
Package for the Social Sciences software (5P55) wersion
18.0.

Between May S5th and June S5th 2020, 155 participants were
recruited and samples pairs of NPS/OPS and saliva were col-
lected. OF these, 149 (96.1%) had concordant results on the
detection of SARS-CoV-2 ET-PCR in both specimens. Forty-
six individuals (30.9%) were male, median (IQR) age was 40
(33—48.5) years, and median (IQR) time from onset of symp-
toms was 4 (3—6) days. Participantséharacteristica are shown
in Table 1.

The prevalence of COVID-19 diagnosed by NPS/OPS RT-PCR
and by saliva RT-PCR in this study were 45.8% and 43.22%,
regpectively. Most of the tested healthcare workers (51.6%)
were nurses nursing technicians.

All the 67 participants diagnosed with COVID-19 had mild
to moderate syrmptomns. Mo ong needed hospitalization or
intubation. Mo death was reported. The most common symp-
toms at sampling time were headache (53.2%), cough (49.2%)
and myalgia ($0.3%). Frequency of fever and anosmia was
significantly higher (p=0.003; 0.007), among patients tested
positive for COVID-19, while, frequency of sore throat was sig-
nificantly lower (p=0.001) (Takle 1).

Using ET-FCR of NPS/OPS samples as the gold standard,
the senaitivity and specificity of KT-PCR using saliva samples
were 94.4% (95% Cl1 B6.4-97 8) and 97 62% (95% CI 91.7 - 99.3),
regpectively (Teble 2). Positive predictive value and negative
predictive value were 37.1% (95% CI1 20.0-99.2) and 95.35% (95%
Cl 88.6-98.2), respectively. There was an overall high agree-
rment (96.1%) between the two tests (kappa coefficient 0,923,
95% Cl O.765-1.00, p<0.001). The median (IQR) Ct values of

Table 2 - Detection of SA -2 RT-PCR using NPS/OPS and
SWaR
Detectable Non detectable Total
Saliva Detectable n. (%) 67 (94.4) 2 [24) 69 (#4.5)
Non detectable . (%) 4 (5,8 &2 (97.6) BE(55.5)
Total . (%) 71 (100) B4 (100 155 (100)
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2 RT-PCR by NPS/OPS

Participant N Sex Age HPSOPS Saliva Onset of Symptoms Ct IgG
sympioms (days)

1 F & HD D 3 Fever, dyspnea, dry cough and a2 MA
myalgia

2 M 41 v D 3 Chills, myalgia, headache, x4 HA
thinomrhea, dry cough, anosmia
and xgeusia

3 F 41 D ND & HMasal congestion and dry cough = B

a F wr D ND 4 Headaches, sneering, runny noss - B
and sore throat

5 F ] D MO T Headache, rhinorrhea, dry cough - MR
and scre throat

& F 49 D MDD 3 Headache, dry cough and sore - B
throat

Abbreviatsons: F, female; M, male; D, detected; ND, not detected; NPS, nasopharyngeal swab; OPS, oropharyngeal swab; Ct, cpcle threshold; B,

reactive; MR, mot reactive; BMA, not available.

the E gene was 33 (29-36.6), and of the RdRp gene was 34
(29.5-37.4).

The detection rate of SARS-CoV-2 in saliva was slightly
lowrer than that of NPS/OPS, but without reaching statistical
significance. Six participants had discordant results between
saliva and NPS/OPS RT-PCR assays, including two participants
with virus detected in saliva but not in NMPS/OFS, and four
participants with virus detectad in NFS/OPS but not in saliva
(Table 3).

After 20 days of symptoms onset, particpants with neg-
ative saliva results (n=4) were invited to collect new blood
samples for anti-SARS-CoV-2 antibodies. IgG was reactive in
all but one of them, confirrming that at least one patient
probably had not been previcusly infected by SARS-Cov-2.
Participant n” 5 (negative antibody detection) had unspecific
symptoms, common to any viral infection (Table 3). The two
participants with saliva positive/NP-negative testing did not
provide blood samples for antibody testing.

Ome positive and four negative (low dilution) and one pos-
itive and nine negative (high dilution) saliva samples were
pooled. Low and high dilution were positive for low Ct samples
(high wiral load), but only positive in low dilution when a low
viral load sample was included.

Discussion

Our findings dernonstrate that testing salive as an alterna-
tive to NF swabs is sensitive and specific enough to be used
in & routine practice. Concordance between RT-PCR results for
SARS-CoV-2 detection in saliva and MF swabs was 96.1%. In
addition, amaong samples with discrepant results we had one
that was negative for SARS-CoV-2 antibodies three weeks after
diagnoais, suggesting that patient had a diagnosis other than
COVID-19. In this case, the sensitivity of saliva testing would
increase from 94.4 to 95.7%, while the specificity of NP swabs
testing would decrease in a similar way.

The use of MP swabs has besn the standard of care for
SARS-CoV-2 diagnosis in Brazil, but it requires the use of full
personal protective equiprnent, increase the risk of infection
for the health professional who collects the sample, and alao,

the cost of testing. Saliva has been shown to be a reliable spec-
imen for detecting SARS coronavirus since 2004. Wang et al.
(2004) reported a high viral load of SARS-CoV in saliva samples
when compared to throat wash. ' To et al. reported a high con-
cordance between saliva and nasopharyngeal aspirates for the
detection of respiratory viruges and monitoring SARS-CoV-2
viral load during the course of infection. ™ *® Thare are several
advantages of using saliva samples for detection of SARS-Cov-
2 first, saliva can be provided easily by the patient without
any invasive procedures. Therefore, the use of saliva sam-
ples could reduce the risk of virus transmission to healthcare
professionals 7 Second, the use of salive will allow sample
collection cutside hospitals or health centers areas. Finally, it
could be conveniently pooled to screen larger populations, as
demonstrated in this work In these settings, where a large
number of individuals require screening, saliva represents a
practical and non-invasive specimen type. '

In the present study saliva was self-collected by partici-
pants inside the hospital area. Despite the recornmendation
of sorme authors to use samples collected immediately upon
waking up,''® without previous food consumption or teeth
brushing, we collected saliva at any time from patents who
had a test requested by a physician. This easy to perform,
simple procedure, provided & similar sensitvity/specificity to
samples collected by MNP swabs !

In same previous studies, saliva was obtained using spe-
cial collection devices,”™ improving quality and quantity of
obtained saliva. However, these collection devices are not usu-
ally awailable in general medical care centers, especially in
low-income countries. Furthermore, saliva collection using
such devices requires the assistance of healthcare workers. In
the present study, participants were instructed to repeatedly
spit into a sterile urine cup used routinely in our hospital. As
no special device is required, the use of saliva can be imple-
mented as a routine in clinical practice without compromising
the sample quality, as previously reported_ =

The high level of concordance between the two methods
demonstrates that the use saliva for detecting SARS-CoV-2
by RT-PCR is as reliable as the use of NF/OF swabs, but with
lower costs and risks. Brazil has almost 1.5 million cases diag-
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nosed so far, which means that a simpler testing procedure
could potentially reduce the risks and costs imvolved in sample
collection. Despite these nurnbers, the proportion of patients
tested by PCR in Brazil is very low, and the estimates on the
dynamics of the pandemic is largely based on flow lateral
immunochromatographic tests, which have been considered
inaccurate to define serological status for SARS-CoV-2.5

Cur results were cornparable to similar studies that used
saliva for SARS-CoV-2 detection and were obtained from a
population of patients closely followed up in & university
hospital  The two participants presenting negative results
in saliva samples but positive in NP swabs had wery non-
specific symptoms and eould not fulfill a clinical diagnosis of
COVID-19. The most predictive symptormns for COVID-19 in our
population were not present in these two cases, increasing the
possibility of a false-positive result by NP swab. The use of a
three-step amplification protocol also increases the sensitiv-
ity of the test. A recent study showed that some variations in
SARS-CoV-2 genome can negatively impact the sensitivity of
RT-PCR test used for its detection, and reinforces the need of
protocols able to maintain sensitivity and specificity,* like the
one used in this study.

Our work presenta some liritations including the absence
of serological confirmation of COVID-19 in all cazes, and the
lack of ct values for the tests using NPS samples, as they
were performed in a referral laboratory and were not available
for comparison purposes. However, we were able to closely
evaluate health care workers and inpatients admitted to our
hospital and compare the use of two approaches for molecular
detection of SARS-CoV-2, with a high degree of concordance.

In conclugion, we demonstrated that using self-collected
saliva samples is an easy, convenient, and low-cost alternative
to conventional NP swab-based maolecular teats. These results
can allow a broader use of maolecular tests for managerment of
COVID1% pandemic, especially in resources-limited settings.
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Abstract: Monkeypox infection is rapidly spreading across the world. Despite the increasing number
of cases, only a few reports have been published, and most are on people living without HIV. We
report here the first two cases of rnnnh:'}-psm mitection in Bahia, Brazil, one of them in a penmn]ivi.ns
with HIV, om stable treatment. Both cases had a similar evolution, with a limited number of lesions
and mild symptoms, with a cum'l.]:!leh:- reCIVETY after 7-10 dn}-x. The ]:!nbenﬁal route of transmission
was via oral sex for the first case and was undefined for the second one. Both cases wene confirmed
through detection of the viral genome by PCR, and the partial sequence of the first case indicates
the infection was caused by the West African clade. These cases confirm that monkeypox infection
is currently being transmitted in Brazil and that people living with HIV on stable treatment are not
likely to present a maore severe form of monkeypox.

Keywords: monkeypox; HIV; MSM; Brazil

1. Introduction
Monkeypox

Monkeypox is an uncommon viral disease, caused by an Orthopoxpirus, family Poocoviri-
dae. Itis an enveloped, double-stranded DMNA virus that belongs to the same genus that
includes variola, vaccinia and cowpox viruses. Although the source of the disease remains
unclear, the virus can infect African rodents and non-human primates (swch as monkeys)
a5 well as humans. Monkeypox was first described in 1958, after two outbreaks in colonies
of monkeys used for scientific studies, in Copenhagen, Denmark [1].

The monkeypox virus has tbwo distinct genetic clades, the Central African (Congo
Basin) clade and the West African clade. The first one (Congo Basin) is linked to more
severe disease and seems to be more transmissible [2]. The only country where the two
clades coexist is Cameroon.

2, Human Infection

The first monkeypox case in humans was reported in 1970. Since then, many out-
breaks were reported, mostly in African countries, with occasional reports in other
regions [3-5]. The last reported outbreak of human infection outside Africa occurred in
2003 [&]. Transmission of the monkeypox virus from one person to another is associated
with close contact with lesions, respiratory droplets, body fluids and contaminated materi-
als such as bedding. The usual average incubation period of monkeypox varies from 6 to
13 days but can range from 5 to 21 days.

Monkevpox is usually a self-limited disease. Most cases present with mild symptoms,
and a there is a complete recovery in about two weeks. However, children, pregnant
women, of people with immune suppression due to other health conditions can present
with a more severe disease, especially those infected with the Congo Basin dade. The
fatality rate increases from 3.6% (for the West African clade) to 10.6% in cases of infection
by the Congo Basin clade [2].
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2.1. Case Report 1

A 37-year-old MSM living with HIV since 2012 on stable cART (lamivudine + tenofovir
+ efavirenz in a fixed-dose combination pill) and undetectable HIV-1 RNA plasma viral
load since the beginning of treatment came to a medical visit reporting that 3 days ago,
he developed night fever (38.5 “C), chills and generalized muscle pain. His last CD4-
positive cell count was 604 (41%), in December 2021. He also noted a urethral burning
sensation during urination. The following morming, he noted small papules /vesicles, on an
erythematous base, on the glans and scrotal sac. Five other small lesions were observed on
his forehead, nose, thorax, and left leg. The lesions were mildly painful, without pruritus.
He was initially attended by a urologist who requested tests for sexually transmitted
infection (molecular detection tests for Chlamydia, Mycoplasma, genital herpes virus and
HPV) and prescribed doxycycline (100 mg bid, for 10 days) plus ceftriaxone (1 g IM, single
dose). He started treatment and scheduled a next day visit to an infectious disease specialist.
He has been engaged in a stable relationship with the same partner for over 15 years. He
had a business trip to Europe (Italy) in the last 30 days, returning to Brazil 22 days before
the onset of symptoms. He denied any close contact with other people during the traveling
period. However, he had received oral sex from an occasional partner 14 days before
symptom onset and had no information on the current health conditions of that partner.
He only knew that the occasional partner was a frequent traveler, with frequent trips to
other Brazilian regions and other countries.

He did not use psychoactive substances and reported only moderate alcohol intake.
He never smoked. During the medical evaluation he was in good clinical condition, had
normal temperature and presented with the lesions described above (Figures 1 and 2);
some of them were ulcerated but showed no signs of bacterial infection or crusts. The only
additional finding at physical examination was lymphadenopathy, with enlargement and
tendemness of inguinal lymph nodes, the largest measuring 1.2 x 0.5 cm. We suspected
monkeypox infection and asked for a molecular detection test. The PCR was carried out at
the Laboratério de Pesquisa em Infectologia (LAPI), at Hospital Universitario Professor
Edgard Santos, Federal University of Bahia, as described in the next section. The lesions
began to heal in the following days, and after one week of symptoms onset, he showed
only a residual process, as seen in Figure 2.

(A) (B) (©

Figure 1. Acute lesions presented by the first case (A-C).
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2.2, Case Report 2

The patient was a 31-vear-old MSM reporting sudden onset of fever, headache, back
pain and lymph node enlargement in the cervical region, followed by a cutaneous, papular-
vesicular rash that started 4 days before the medical visit. During the medical evaluation,
he was in good clinical condition and had normal temperature. The lesions were pre-
dominantly on his head, but isolated lesions were detected on the legs, trunk, hands, and
perianal area. He did not use psychoactive substances and never smoked, reporting only
moderate alcohol intake. He reported no recent trip or sexual contact with new partners
in the last 3 weeks. He is engaged in a stable relationship with another man and declared
no close contact with other people in the last 2 weeks. He persisted with active lesions for
one additional week, without any other clinical event. Figure 3 shows some of the lesions
detected during physical examination. We suspected monkeypox infection and asked for a
molecular detection test. A swab collection of vesicles’ contents and crusts tested positive
for monkeypox. The PCR was carried out at the Laboratério de Pesquisa em Infectologia
(LAPI), at Hospital Universitario Professor Edgard Santos, Federal University of Bahia. The
value of the threshold cycle for this case was 18.29.

Both patients provided written informed consent. The case reports were approved by
the institutional committee on ethics in research.

(B)

Figure 3. Lesions presented by case 2 at medical visit (A-C).

3. Laboratorial Diagnostic Procedures

Two sample swabs of the skin lesions’ secretions were collected and kept in viral
transport solution. After 15 min of incubation at room temperature, the material was
shortly vortexed and aliquoted. The original tube with swabs and 200 uL were immediately
extracted and purified by PureLink Genomic DNA Mini Kit/Invitrogen. Some aliquots
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were kept in an ultra-freezer at —80 °C for further analyses in the reference lab (Fiocruz/Rio
de Janeiro, R], Brazil). The analysis was performed using two modified TagMan qPCR
assays, already published [7]. One assay is specific for the Western African (WA) MPXV,
and the other is a generic qPCR for all MPXV. To reduce the potential risk of mispriming
caused by mutations, we did not use the TagMan probes and used an unspecific SYBR
Master Mix (Power SYBR™ Green PCR Master Mix Applied Biosystems™, Waltham, MA,
USA). The run was performed on a 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA). Mixes and temperature cycles were adapted, and the PCR reaction of
either 25 ul of WA or generic assay contents, 12.5 uL of Power SYBR Green PCR Master
Mix (2x), 1.0 pL of BSA 1 mg/mL (0.04 ug/uL), 0.75 uL of forward and reverse primer
10 uM solution (0.3 uM), 5 uL of ultrapure PCR water to complete the volume and 5 uL of
extracted sample DN A was carried out. The run was performed with an initial denaturation
of 95 °C for 10 min and 45 two-step cycles with 20 s of 94 °C and 40 s of 56 °C followed by
a melting curve.

To evaluate the results by Sanger sequencing, the amplicons were purified using a
PureLink PCR Purification Mini Kit/Invitrogen, quantified by IQuant Touch/Loccus (WA:
19 ng/ul; generic: 27 ng/ul) and labeled in a 10 uL BigDye Terminator 3.1/ Applied
Biosystems reaction using 1 uL of Big Dye Terminator solution (2.5x), L5 uL reaction buffer
(5x), 2.0 uL of forward or reverse primer 2.0 uM (0.4 uM), 3.5 uL of ultrapure PCR water
to complete the volume and 2.0 L of purified PCR product. The run was performed in a
Mastercycler Gradient/Eppendorf using denaturation of 96 °C for 1 min and 25 three-step
cvcles of 96 “C for 10 s, 50 °C for 5 s and 60 °C for 4 min. After purification by isopropanol
75% precipitation, sequencing was performed in a SeqStudio/Applied Biosystems using
the short-sequence run protocol. The quality of chromatograms using Basecaller/Applied
Biosystem values was evaluated using TREV Software (Staden Package), and sequences
were aligned with four reference sequences from the original publication and evaluated in
BioEdit software [7].

The value of the threshold cycle for the first case was 16.06 for both assays. In addition,
the melting curve was clean and showed, for every assay, a single product; Tm =75.0°C
for the WA assay and Tm = 75.7 “C for the generic assay (Figure 4).

It could be shown that the two PCR products were a 100% match with the published
MPXV sequences (Figures 4 and 5) |7].

Figure 4. Amplification and melting curves of WA. Amplification curves of WA (red, Ct = 16.06) and
generic (blue, Ct = 16.06) assay. Melting curve of WA (Tm = 75.0 “C) and generic (Tm =75.7 °C) assay.

Tansensus AL T e T P A CA TARA T OO AR L CO TG TAA S S AN TACATTE A TATATOGATO TORAA TTARCICTOTATC
KEXT-USADI-NA ATATTICNCACACOSNCT AN T ARA T OO OO O AR S A S AN TACAT T TARCTATATOGATO TOGAAA TTARCCTOTATCCAGY
MEXT-SLE-WA ATATICICACALCSTCT AGATARATGOGAACCCOTOGTAN COAGCANTAATTTAMCTATATORA TG ICARAA TTARCCTETATCCAG
MEXT-IRRTHNA AT TC M ACCENCTCTTOCACAGA T TECaRAC COTTOGETAA COAGCCAA TACA TTTAICTATATOMA TE I GAAMA T TN CTETATCCAS Y
NFXV-ROG0M-NA ATATTC I CACACCICTCT T CCACAGA AR TH 0GR CCCE IO TAA CCAGCAATACA TTTAMCTA TATOSA TE TSGAMA TTARCCTGTATCCAST
MPXV-KA-F CACRCOSTITCTTOCNCAGA

MPXT-NA-R (80) CGATGTSEAAATTAMCTGIATC
NPXT-NA-P JACCCOTCOTAMCCAGCARIACATTY

Figure 5. Cont.
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Coneecsus
NPXT-U8A03~ge=
NPXT-218-gen
NPXV-2AR75-ge2
MPXV-RC003-gea
MPXV-gen-F
MNPXT-gen<P
NPXV-gen-R (C|

GRAAAATETAAAGA CARORAA TA A ARG G TAA T AT e T T I T A TG T e T OCTCCRORAM TTACCCTIOCAGATTATGIGATAG
CARTGGAAA G ST ARG CRAOGAATACACAAGICOTARIITATSY N
CANTCOAAAG IO ARAGA CARDRAATACAGARGCCOTAR LY,
AR TGGARAR DI ARAGACAR DGAA TACALABGCCOTARICTATOT TN C
CAATGGARAA PG TARAGA CAMOGAA TA CAGAR G O AN N CTA TG TG AT A TCOY G POITCCGGGAR ITACGO T DCAGA TTATGTGA TAGTAMGA

GRAAALTITAAAGACARDGAATACAS

GATTATGTGATAGIAMG
GATTATGIGATAGCARG
CAGATTATGTGATAGUARGA

ATCOTOPOITCCOGARRIITACGITTI

AAGICGTARTCTATETTSTCTATCGTGTOC
TACGCTTOCAGATTATGTGATAGT

Figure 5. Previously published MPXV sequence. Alignment of the sequenced WA assay product
(consensus) with reference sequences and PCR oligos. Alignment of the sequenced generic assay
product (c ) with ref e sequences and PCR oligos.

4. Discussion and Literature Review

The first human case of monkeypox was recorded in 1970 [3]. Since then, monkeypox
has been reported in people in central and western African countries as well as in the
USA [4-6]. Prior to the 2022 outbreak, nearly all monkeypox cases in people outside of
Africa were linked to international travel to countries where the disease commonly occurs
or to imported animals.

Since 13 May, an increasing number of human monkeypox cases have been reported
to the WHO, and the cases have rapidly spread to different countries and regions. Most of
cases have been associated with traveling to another country and were also predominantly
detected in MSM. In addition, the lesions were detected mainly in the perineal/genital
areas in association with inguinal lymphadenopathy [3].

Only a few reports on monkeypox in people living with HIV (PLWH) have been
published. To date, there is little available information on the disease course in such
a population—only three cases reported on patients in Romania, Czech Republic and
Portugal [9-11]. One of these reports describes monkeypox coinfection with syphilis while
another describes a case of monkeypox and acute HIV coinfection. In Brazil, over 800 cases
of monkeypox have been reported to public health authorities so far, most of them among
MSM, but we were not able to find information on the infection among PLWH. We did not
find previous reports on monkeypox cases in Brazil, and there are only a few published
cases on monkeypox infection in PLWH worldwide.

In the present report, we describe a monkeypox case in a PLWH and a second case
in a HIV-negative subject. Both cases showed a mild presentation of disease and prompt
recovery, suggesting that the monkeypox infection’s natural course probably is not changed
in stable, on treatment, PLWH. The clinical presentation was quite similar for both patients,
reinforcing the idea that controlled HIV infection is not a risk for a more severe monkeypox
disease. In addition, the history of case 1 suggests that receptive oral sex can be a potential
route of transmission, because it was the only exposure risk reported by the patient. The fact
that his steady partner was apparently not infected by monkeypox reinforces the available
evidence informing that asymptomatic patients are less able to transmit the infection, even
to close contacts. The second case also indicates that community transmission is already
occurring in Brazil, because the patient had no history of recent travel or sexual contact
with occasional partners. In addition, his sexual partner was asymptomatic, but he was
not tested for monkeypox. Both cases occurred in MSM, but the absence of a clear sexual
exposure in the second case suggests that there may be other routes of transmission, as
already indicated by some authors [12-15].

The genetic sequencing of the virus confirms that it belongs to the Western African
clade, the less aggressive viral clade. There is still no available information on the outcomes
of Congo Basin clade infections in PLWH. Monkeypox has already been declared as a world
emergence by the WHO, and the fast spread of cases in Brazil is a concerning problem for
health authorities. To date, there is no established treatment for monkeypox, and vaccines
against it are not widely available. Preventive strategies must be implemented to allow the
proper control of the current outbreak and to identify potential epidemiological changes
that increase the risk of monkeypox dissemination to non-endemic countries and make its
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control difficult [15]. In additien, the clinical evolution and the outcome of monkeyvpox
among PLWH without treatment or with uncontrolled disease deserve further studies.
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APENDICE C - Termo de Consentimento Livre Esclarecido

TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Titulo do Estude “Caractenzacio clinico-epidemiclogica, resposta imune, e avaliagdo
diagndstica da COVID-19 na Bahia”

Pezquizador Responsavel: Dr. Carlos Brates

INTRODUCAO:

Vocé estid sendo convidado a participar de um estude porque é profissional de sande, portador do HIV,
8std em tratamento para tuberculese ou esta em uso de hidroxicloroquina. Antes que decida participar
on nie como voluntane nesta pesquisa @ importante que vece laa cwdadesaments este formulane e
compreenda por que esta pesqmsa esta sendo feita, o que ela envolve, como sua parhepagdo podera
ajuda-lo (3) e o que & esperado de vocé durante a pesquisa.

Este termo de consentimento fol revisado e aprovade por um Comute de Etica em Pesquiza (CEF), que
& responsavel por revisar estudos de pesqusa com o objetive de proteger os direitos e o bem-estar das
pessoas que estio participande. Algumas informacdes confidas neste termo de consenfimento sio
exigidas por normas brasileiras.

Ohbjetive do Estude

0 objetive deste estudo e saber quantas pessoas foram e estio infectadas com a COVID-19 em
populagdes especificas pa cidade de Salvador e avaliar a2 evolugio dessa doenga. Alem disse,
pretendemos estudar os fatores associados com os diferentes niveis de gravidade da dosnga.

Duraciie do Estude

A sna participagio no estudo é estimada em 45 dias, pois pretendemos repetir os testes Inicials apas
este periodo, para saber se ccolreram infecpdes em pessoas que antes tnham festes negatrros para a
doenga. Caso seu teste seja positive mas avaliagdes imeials, voce sera comvidade a repetir o exame
apos § meses, para avaliar 3 mudanga nos nivels de anhcoipos nesse periodo.

Descrigiio do Estude

Este estudo sera realizado pela Fundagio Bahiana de Infectoloza. Inclowemos no estudo profissionas
de sainde e individuos atendidos nos ambulatonos de referéncia para HIV e tuberculose.

Procedimento do Eztudo

Apds entender & concordar em participar, selicitaremos seus dados através de entrevista no moments
da adwnss3o no estudo, coletaremos amostras de sangue (2 colheres de sopa), e saliva para realizacdo
dos testes para coromavirus.

Para o5 participantes do grupoe de profissionais de sande sera realizade um questionino de qualidade
vida e uma avahagio dos sinais de espotamento.

Uzo do Material Coletade, Dades & Confidencialidade

Conforme deserito acima, o sangue armazenado serd mantido em local segure no Biomepositono
{local de armazenamento das amostras boldgicas). Para esta pesquisa, o biomepositonie ficara no
Laboratino de Pesqusa em Infactologa (LAPT), localizado em Salvador, onde esta pesquisa também
sera realizada.

MNenhuma amostra coletada sera identificada com sen nome, usaremos codigos para manter a sua
confidenciahdade Esse matenal podera ficar armazenado por um periode de ate 10 anos. Se
desejarmes armazenar o matenal por mas tempo, uma renovagio desse periodo serd solicitada as
autoridades aphicavels e o armarsnamento 56 continuara se forem recebidas as devidas aprovagdes.
Pesquisas futuras serdo submefidas a aprovagio pelo Comuate de Etica em Pesquisa, antes de serem
iniciadas. Se bouver aprovagio, vocé serd contatado para dizer se concorda com o uso do sen material
biologico (sangue), a cada nova pesquisa, atraves da assipatwa de pove Termo de Consentimento

especifico.

Rabrica do Participants da Pesquisa: Rabrica da Peusca que chtews o TCLE:

Rabrica do Reprecentante Legal on Tostamenha :

Protocole Covidl9-BA TCLE_Participants_Versdo |, datada da 17 do Akl de 2020 Paginx 1de 3

76



TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVREE E ESCLARECIDO - TCLE

Precisamos saber se voeé aceita gue suas amestras sejam armazenadas. Por faver, marque S5IM ou
MNAQ abarxo:

[ ]sma [ |Nio

Vocé tem direitn de saber os resultades cbhdos com a whhzagio do seu material e a receber
orientacdes quants as consequéncias destes resultados, caso haja alpuma. Para 1sse vocé podera
contatar o pesqmsador responsavel pele estudo (Dr. Carlos Bnites) atraves do telefone no fim deste
documenta.

0 sangue armazenado neste biomepositorio contmuara sendo seuw, permanecendo, entretanto, sob
responsabilidade da msttmgdo. Assim, vocé, ou seu representante legal, pode refitar o consentimento
de armazenamento das amestras a qualquer tempo, sem nenhum prejuizo para vock ou seu tratamento.
Para 1550, vooi devera formalizar sua desisténcia através de um documento assinado e datade per vocé
ou por seu representante legal. A desisténcia sera valida a partir desta data e nos desturemes suas
amostras. Vocé pode desistir de participar do estudo e manter suas amostras ja coletadas armazenadas
para o estudo e/ou para estudos futuros, sem nenhum prejuizo.

Riscos Potenciais, Efeitos Colaterais e Desconforto.

0= niscos assoctados com a coleta de sangue meluem: dor, hematoma, ou outro desconforto no local da
coleta do sangue. Raramente desmaio ou infecgdes no local da coleta podem ocorrer. Para mimimizar
astes nscos o procedimento sera ferto por profissional guahficado usando matenal adequado.

Beneficios para o Participante

0= resultados obtidos com este estudo poderdo ajudar os médicos a entender melhor a infecgdo por
Coronavirus, dentificar pacientes que podem evolur com maer gravidade e com isso melhorar o
tratamento desses pacientes. Vocé pode ndo obter beneficio dioeto nesse estudo, mas, esse
conhecimento pode ajudar fiuturos paclentes. Se bouver algum resultade que possa beneficia-lo, iremos
comunicar-lhe imediatamente.

Compensacie
Vocé nio tera penhum ensto para parheipar deste protocolo de pesquiza. De acordo com as normas
brasileiras, vocé ndo serd page por participar deste estudo.

Participagiio Voluntaria/Desistencia do Estudo

Sua parhicipagio neste estudo & totalmente voluntania, ou seja, vocé somente parficipa se quiser. A nio
participacio nesse estudo ndo alterard a sua relagio da equipe médica caso vocé esteja em tratamento.
Apos assinar este consentmento, vocg tera total hiberdade de retwra-lo a qualquer momento e derxar de
participar do estudo se assim o desejar, sem gqualsquer prejuizes a conbnudade do tratamento e
acompanhamento na instibugdo.

Novas Informacdes

CQruaisquer novas informagdes gue possam afetar 2 sua seguranga ou mfluenciar na sua decisdo de
contmuar a participacdo no estude serdo fornecidas a vocé por escrito.

Utilizagio de Registros Medicos e Confidencialidade
Como participante de pesquisa, sua privacidade sera respeitada, seu nome e qualguer outro dado que
possa lhe denbficar serdio mantdos em simlo. Os pesqmisadores se responsabilizam pela guarda e

confidencialidade das informagdes, bem como a ndo exposigio dos dades de pesquisa. Somente nes
casos previstos em Leil sera possivel a quebra do sigilo e confidencialidade.

Todos os questionanos e outros formulanos uwthrados neste projeto serde armazenados em armario
trancade. Esses dados serio destruides assim que nic forem mails mecessanos. Os resultados desta
pesquisa serao analisados e possivelmente publicades em revistas medicas, mas em momento algum
581 nome sera exposto ou divulgado.

Fubrica do Participante da Pesquiza: Fubrica da Pessoa que cheeve o TCLE:

Ruhbrica do Kepresentants Lagal om Testamuenha
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COuem Devo Entrar em Contato em Caso de Duvida

Em gualquer etapa do estudo wvoce tera acesso aos profissionals responsavels pela pesgmisa para
esclarecimento de eventuais dividas. O responsivel pelo estudo nesta institmgio & Dr. Carlos Brites
que podera ser enconfrado no endereco abamxe:

Fundagio Baluana de Infectologia, Eua Jodo das Botas, Centro Meédico Jodo das Botas, 183, sala 703,
Canela. CEP: 40.110-160. SalvadorBA

Numero de telefone do centro de pesqmsa: (71) 3283-8123

Numero de telefone 24 horas: (71) 98643-7227

Em caso de dinidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, voce podera consultar:

Comité de Ftica em Pesgmsa da Faculdade de Medicina dz Balua - Largo do Temreire de Jesus, =/n,
Centro Historico, CEP 40.026-010, Salvader, Balia, Brasil.
Tel.: +55 (713 3283-5564

Begistro: médicos & assinatura

Eu autonizo a utihzagio dos meus dados e ou registros meédicos (promtuirios medicos) pelo
pesquisader, autondades regulatonas e pelo Comité de Etica em Pesgmisa (CEF) da instituigio. Este
consentimento fol elaborado em duas vias. Vocé val receber uma via deste consentimento para manté-
lo com vocé, e oufra via ficara com o pesgquisador.

Mome do Participante de Pesquisa Data

Assinatira do Parficipante de Pesquisa

MNome do Fepresentante Legal ou Testemunha (quande aplicavel) Data

Azsinahwra do Fepresentante Legal ou Testemunha {quande aplicavel)

Mome da pessoa que obteve o Consenfimento Data

Azzinatura da Pessoa que obteve o Consentimento
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagdo clinico-epidemiclogica, resposta imune, & avaliagdo diagnostica da
COVID-18 na Bahia.

Pesquisador: CARLOS BRITES

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE:- 31748320.3.1001.5543

Instituigio Proponente: Fundagdo Bahiana de Infectologia

Patrocinador Principal: CONMSELHC MNACIONAL DE DESENVOLVIMENTOC CIENTIFICO E
TECNOLOGICO-CHP

DADOS DO PARECER

Mimers do Parecer: 4.042 820

Apresentagio do Projeto:

A doenga clinica denominada COVID-18 & causada por um novo betacoronavirus, atualmente chamadao
SARS-CoV-2. O SARS-CoV-2 compartilha 28% de identidade de sequéncia com o SARS-CoV, o virus que
causou um grande surto em 2002-2003. O ndmero de casos desta nova doenga comecou 3 aumentar
exponencialmente, alguns dos quais ndo ja tinham exposicioc ao mercado animal vivo de Wuhan, sugerindo
o fato de gue a transmissdc humano-humano estava ocorrendo. Os casos continuaram a aumentar
exponencialments & os estudos de modelagem relataram inicialmente uma epidemia duplicando com o
tempo de 1,8 d. Dados iniciais mostravam que dos infectados, 20% se apresentavam em estado eritico, 25%
se recuperaram & 3310 (2013 na China e 2897 em ouiros paises) morreram ja no fim de janeiro. Todas as
idades s3o0 suscetiveis ao SARS-CoV2. A infecgdo & transmitida atraveés de grandes goticulas geradas
durante a tosse e espirro por pacientes sintomaticos, mas também pode ocorrer a partir de pessoas
assintomaticas e antes do inicio dos sintomas. Estudos iniciais $m mostrado maiores cargas virais nas
cavidades nasais em comparagdo com a garganta sem diferenga na carga viral entre pessoas sintomaticas
e assintomaticas. O virus pode permanecer viavel em superficies por dias em condighes atmesféricas
favoraweis, mas sio destruides em menos de um minuto per desinfetantes comuns como hipoclerito sodio,
peroxido de hidrogénio, etc. A infecgdo € adquirida por inalagdo dessas goticulas ou por superficies de

togque contaminadas por elas e, em seguida, tecando o nariz, boca

Endersge:  Rua do Limesire, 137

Balrro: Mazare CEP: 40055150
UF: BA Municiplo: SALVADOR
Telefome: (71)3283-3210 E-mall: cepmeo@uioabr
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e alhos. O virus também esta presente nas fezes e a contaminagio do abastecimento de agua e posterior
transmiss&o via aerossolizagio/rota oral fecal também € uma hipdtese. Estudos identificaram o receptor de
angictensina 2 (ACE2) como o receptor através do qual o virus enfra na mucosa respiratéria, © mesmo
receptor de entrada do SARS-CoV (10-12). A taxa basica de reprodugdo de casos (BCR - Ro) & estimada
em 2 a 8,47 em varios estudos de modelagem (10,13). Em comparagio, o BCR de SARS foi de 2 e 1,3 para
gripe pandémica H1N1 2002 (14) ele é bastante mais agressivo. Hipdteses: 1. A incidéncia e prevaléncia da
infecgdo por COVID-19 varia para diferentes populagies2. A severidade da COVID-19 & associada ao perfil
de produgdo de citocinas pro-inflamatarias e ao perfil genético do paciente3. A pandemia por COVID-18

afeta negativamente a qualidade de vida de profissionais de salde.

Fopulagies: doengas autoimunes: Mo ambulatdrio de referéncia para pacientes com do HUFES, 300
pacientes no momento de sew comparecimento & farmacia para retirada da hidroxicloroguina (HC). Os
pacientes serdo testados para anticorpos contra o coronavirus, e coleta de saliva para detecgdo de
antigenos do coronavirus. As amostras reagentes para antigenos serdo confirmadas por RT-PCR. Uma
fragdo (10%) dos pacientes negativos sera testada para avaliar a concordédncia com o teste soroldgico e
possivel detecgdo da doenga aguda, justificado pelo avango rapide da pandemia na regido, uma vez que

casos assintomaticos podem ocorrer, também serdo testados

Fopulagdes: tuberculose ativa, pacientes infectados pelo HIV-1 e profissionais de salde: Resposta
imunoldgica alterada em relagdo & populagdo de profissionais de salde: avaliagio de desfechos clinicos
nagueles com testes positivos para SARS-CoV-2. Testes rapidos para detecgdo de anticorpos para avaliar
exposigdo ac SARS-CoV-2 em portadores de HIV-1 (M=300), e de tuberculose (N=100). Serdo utilizados
testes imunocromatograficos, de fluxo lateral, para detecgio de anticorpos IgM e 193 contra o SARS-CaV-2
e testes para detecgdc de antigeno. Cada paciente sera submetido a pungio venosa para retirada de
amostra de sangue (20 ml) para testagem = dosagem de citocinas, nagueles que tiverem os testes
reagentes, & em uma amostra pareada por sexo e idade nos que testarem negativos. Todos os pacientes
positivos serdo retestados para anticorpos apos 45 e 180 dias, para avaliagdo da cinética de anticorpas,

titulados por diluighes sucessivas.

Enderego:  Rua do Limesire, 137

Balrro:  Mazare CEP: 40055150
UF: BA Municiplo:  SALVADCOR
Telefone: (7113233-9210 E-mall: cepmco@ufba b
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Populagdes: profissionais de salde: C-HUFES 1700 funcionarios de diversas especialidades, e ndo
participa da rede referencial do estado para COVID-18, por ser uma instituigdo federal. Entretante, tem
ocomido casos de COVID-18 entre funcionarios & pacientes, desde o inicio da pandemia. O Instituto Couto
Maia (ICOM)} & um hospital especializado em infectologia, € a principal referéncia para o atendimento a
COVID-19 no estado, e tem concentrado a maioria dos casos diagnosticados com a doenga. O ICOM tem
140 leitos (40 de UTI), sendo que a maioria deles estd dedicada a atengio a pacientes diagnosticados com
COVID-19, contande com aproximadamente 750 funcicnarios. O Hospital da Bahia & um hospital privade, e
principal referéncia para atendimento aocs funcionarios publicos do estado. Tem 300 leitos e 1700
funcionarios & vem atendendo casos de COVID-18 desde o inicio da pandemia. Estas 3 instituigdes
fornecem um perfil aproximado da rede de salde do estado, devido ds suas caracteristicas

complementares.

DObjetive da Pesquisa:
GERAL

1.Avaliar incidéncia e prevaléncia da COVID-12 em populagbes especificas.Z.  Avaliar resposta imune

associagdo da evolugdo da doenga com caracteristicas genéticas de pacientes e do virus.

SECUNDARIOS

1.Comparar a proporgdc de pacientes infectados pele SARS-CoV-2 em usuarios crdnicos de

hidroxicloroquina com familiares residinde no mesmo enderego, que nic utilizam a medicagdo;

2. Awaliar a incidéncia e prevaléncia da COVID-18 em pacientes com diagnostico de tuberculose ativa 2

pacientes infectados pelo HIV-1;

3. Avaliar a incidéncia e prevaléncia da COVID-18 e o impacto da pandemia sobre a gualidade de vida

em profissionais de salde atendendo em um hospital terciario em Salvador, BA.

Endersgd: Rua do Limosiro, 137

Balimo: Mazare CEP: 40.055-150
UF: A Municiplo:  SALVADOR
Telsfons: (71)3233-3210 E-mall: cepmoo@uoabr
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4. Avaliar perfil de produg3o de citocinas pro-inflamatorias em pacientes nas diversas fases da COVID-19, e
presencga de marcadores genéticos virais e do hospedeiro potencialmente associados aos desfechos

clinicos.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
RISCOS

“Trata-se de estudo sem intervengdo ativa. Os riscos basicamente se restringem & quebra de
confidencialidade ou reagdes locais & coleta de sangue. Sera assegurada a confidencialidade dos
participantes através da codificagio de seus dados, de modo que apenas os investigadores serdo capazes
de acessar as informagies referentes aos mesmos. A refirada de sangue pode ocasionar desconforto,
sangramente leve, ou formagdo de eguimese. Sempre que possivel, as coletas serdo realizadas por ocasido

de exames de rotina, evitando-se novas pungdes.”

BEMEFICIOS:

“Os participantes da pesguisa provavelmente ndo terdo beneficio direto. Porém, a sua populacdo de origem
(todos infectados ou que possam vir a ser infectados pelo COVID-18) pode se beneficiar com os achados.
Produzir mais conhecimento sobre a apresentacdo e evolugdo da infecgdo por SARS-CoV-2 (COVID-19),
assim como avaliar a prevaléncia e incidéncia da COVID-19 e o impacto da pandemia sobre a qualidade de
vida em profissionais de salde atendendo em hospitais de Salvador, BA. Os resultados serdo publicados

em literatura médica formal permitinde a difus3o do cenhecimento.”

Comentarios e Consideragies sobre a Pesguisa:
Trata-se de um estudo ocbservacional de prevaléncia e coorte (uma avaliagio apenas em 45 dias), estudos
genéticos e citocinas em diversas populagdes (HIV, TB, profissionais de salde, pacientes com doengas

cronicas usuarios de hidroxicloroguina). Bem argumentado. Etico.

Endarsge:  Rua oo Limoslro, 137

Balrro:  Mazare CEP: 40.055150
UF: B Municiplo:  SALVADOR
Telefone: (71)3233-3210 E-mall: cepmco@ufoatr
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
TCLE: cantém elementos RE465M1 2. ADEQUADO.

ORCAMENTO: RF 1.800000. Financiamenic CNPg ADEQUADO.
Cronograma: ADEQUADOD.

Carta de confidencialidade: Assistentes Madja Sales Pacheco Equipe: Estela Luz, Marcia Lilian Sampaio &
Sampaio 5a, Celia Pedrose Jorge Liliane Elze Falcio Lins Kusterer Michael Santos Rocha, Ceuci de Lima

Xavier Nunes, Leonardo Augusto Kister de Toledo, Camila Figueredo ADEQUADO.

Carta anuéncia da instituigio: ANEXADA FBAI, HUPES, INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE, DA UFBA;
HOSPITAL DDA BAHIA, INSTITUTO COUTO MAIA. ADEQUADO

Contrapartida da instituigio: ha contrapartida anotada ADEQUADO.

Recomendagdes:

Mao ha.

Conclusfes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Mo ha pendéncias

Consideragdes Finais a critério do CEP:

-0 participants da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentiments em
qualguer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. 466/12 CNS/MS)

& dewve receber uma copia do Termo de Consentiments Livre & Esclarecido, na integra, por ele assinado.

-0 pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEF que o aprovou (Res. 466/12
CMNS/MS), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ac participante ou
quando constatar a supericridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram agdo
imediata. Mo crenograma, cbservar que o inicio do estudo somente poderd ser realizado apds .aprovagﬁcl

pelo CEP, conforme compromisso do pesquisador

Endersgo:  Rua do Limoelro, 137

Balrra: Mazare CEP: 40.055150
UF: BA Municiplo: SALVADOR
Telefona: (71)3283-9210 E-mall: cepmco@ufoabr

Piiigira 05 da 08

83



- -

UFBA - MATERNIDADE

CLIMERIO DE OLIVEIRA %

Contreacio do Fareper: £.042.620

com a resolugdo 46612 CHEMS.

arsil

Plotaforma

-0 CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do

estudo. E papel do pesguisador assegurar medidas imediatas adeguadas frente a evento adverso grave

ocormido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEF e & Agéncia Macional de

Vigildncia Sanitaria - ANVISA - junto com seu posicicnamento.

-Eventuais modificagfies ouw emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e

sucinta, identificando a parte do protocole a ser modificada e suas justificativas.

-Relatorios PARCIAIS devem ser apresentados ao CEP SEMESTRALMENTE e FIMAL na conclusio do

projeto.

-Assegurar 305 pariicipantes da pesquisa ou sua populagio fonte os beneficies resultantes do projeto, seja

em termos de retorno social, acesso aos procedimentos, produtos ouw agentes da pesquisa (486712

CMNS/MS).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documento Armuivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_FP 21052020 Aceito
do Projeto ROJETO 1544710.pdf 15:13:54
Outros Motificacao_MN402020_Resposta_Pende | 21/05/2020 |Madja Sales Pacheco| Aceito
ncia CEP Parecer 4028418 pdf 15:11:50

Outros Motificacao_MN402020_Resposta_Pende | 21/05/2020 |Nadja Sales Pacheco| Aceito
ncia CEP Parecer 4028418.doc 16:11:34

Outros Questinaro_3_WHOQOL_Bref Portugu | 21/05/2020 |Madja Sales Pacheco| Aceito
es. pdf 15:08:31

Outros Questionario_2. pdf 21/05/2020 |Madja Sales Pacheco| Aceito
15:08:16

Outros Questionario_1_MASLACH_BURNOUT | 21/0%/2020 |Madja Sales Pacheco| Aceito
INVENTORY _MBI.pdf 15:08:58

Outros Questinaro_3_WHOQOL_Bref Portugu | 21/05/2020 |Madja Sales Pacheco| Aceito
es.docx 15:05:28

Outros Questionario_2.docx 21/05/2020 |Madja Sales Pacheco| Aceito
15:05:10

Outros Questionario_1_MASLACH_BURNOUT | 21/05/2020 |Madja Sales Pacheco| Aceito
INVENTORY MBIl.docx 15:04:50

Endarege:  Rua oo Limosire, 137

Balrro:  Mazare
UF: BA
Telefone: (71)3283-9210

Municipla:

CEP: 40055150
SALVADOR

E-mall: cepmoo@ubabe
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Declaragio de Termo_de Compromisso_Leonardo_Kis| 21/05/2020 |Madja Sales Pacheco| Aceito
Pesquisadores ter.pdf 15:03:23
Declaragio de Termo_de Compromisso_Ceuci_Munes | 21/05/2020 |Madja Sales Pacheco| Aceito
Pasquisadores lcom. pdf 15:03:14
Declaragio de Terma_de Compromissa_Camila_Figue| 21/05/2020 |Madja Sales Pacheco| Aceito
Pasquisadores iredo. pdf 15:03:06
Cutros Carta_de_Anuencia_FJ5 pdf 21/05/2020 |Madja Sales Pacheco| Aceito
15:02:09
Qutros Carta_de_Anuencia_IC5_UFBA.pdf 21/05/2020 |Madja Sales Pacheco| Aceito
15:01:04
Qutros Carta_de_Anuencia_HUPES.pdf 21/05/2020 |Madja Sales Pacheco| Aceito
15:00:33
Outros Carta_de Anuencia_Hospital_da_Bahia.| 21052020 |Madja Sales Pacheco| Aceito
pdf 14:58:40
Outros Carta_Anuencia_lcom. pdf 21/05/2020 |Madja Sales Pacheco| Aceito
14:58:07
Declaragio de Dreclaracac_de_Anuencia_HUPES. pdf 21/05/2020 |Madja Sales Pacheco| Aceito
concordancia 14:57:51
Projeto Detalhado / | Projeto_de Pesquisa_COWID18_CHNPg_{ 21/05/2020 |[Madja Sales Pacheco| Aceito
Brochura versao1_17ABRIL2020.docx 14:58:56
Investigador
Projeto Detalhado / | Projeto_de Pesquisa_COWID18_CMPg_{ 21/05/2020 |[Madja Sales Pacheco| Aceito
Brochura versao1_17TABRIL2020. pdf 14:58:44
Investiggdor
Cutros Motificacas_N372020_Submissac_Proje| 13/05/2020 [CARLOS BRITES Aceito
to CEP 13MAIZ020.doc 16:44:13
Cutros Motificacas_N372020_Submissac_Proje| 13/05/2020 [CARLOS BRITES Aceito
to CEP 13MAIZ020. pdf 16:38:28
TCLE ! Termos de TCLE_versac_1_datada_de_1TABR202( 13/05/2020 [CARLOS BRITES Aceito
Assentimento 0.pdf 168:10:57
Justificativa de
Auséncia
TCLE ! Termos de TCLE_versao_1_datada_de_17TABR202( 13/05/2020 [CARLOS BRITES Aceito
Assentimento / 0.doc 16:10:49
Justificativa de
Auséncia
Orgamento Orcamento_versac1_17TABRIL20Z0.pdf 13/05/2020 |CARLOS BRITES Areito
16:10:17
Orgamento Crcamento_wversacl_17TABRIL2020.doc 13/05/2020 [CARLOS BRITES Aceito
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