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Resumo

A estimativa de parametros epidemioldgicos (e.g., R) € um aspecto importante para
mitigar os efeitos de doencas infecciosas. Com o desenvolvimento de abordagens
filodindmicas, agora € possivel a estimativa de parametros epidemioldgicos
diretamente da informacg&o contida em arvores filogenéticas. No presente estudo
foram usadas abordagens filodinamicas com base em genomas completos para
inferir pardmetros epidemiolégicos de SARS-CoV-2 no Brasil. O presente estudo
demonstra uma diminuicdo de R. para 1,17, ocorrida em meados de margo, sendo
similar a relatos anteriores de R usando abordagens epidemiologicas classicas e,
portanto, indica crescimento da COVID-19 no Brasil.
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Abstract

The estimation of epidemiological parameters (e.g., R) is an important aspect to
mitigate the effects of infectious diseases. With the development of phylodynamic
approaches, now it's possible estimating of epidemiological parameters directly from
phylogenetic trees. Here, phylodynamic approaches are used to infer epidemiological
parameters from Brazilian SARS-CoV-2 genomes. This study reports a decrease in
R. to 1.17 (occurred around mid-March). Re = 1.17 is similar to previous reports of R
using classical epidemiological approaches and shows evidence of the growth of
SARS-CoV-2 in Brazil.
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Introducgao

A COVID-19 foi relatada pela primeira vez em Wuhan (provincia chinesa de
Hubei), em dezembro de 2019. A COVID 19 é causada por um novo coronavirus
denominado Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 ou SARS-CoV-2.
Em 11 de marco de 2020, a Organizagdo Mundial da Saude declarou a COVID-19
como uma pandemia. Atualmente (16 de junho de 2020), 215 paises/territérios ja
registraram casos de COVID-19 (https://www.who.int/).

O primeiro caso brasileiro de COVID-19 foi registrado em 26 de fevereiro,
sendo relacionado a um evento de importagdo com origem europeia '. Em 20 de
marco de 2020, o Ministério da Saude reportou transmissdo comunitaria no territorio
brasileiro e hoje (15 de junho de 2020) o numero de casos de COVID-19 no Brasil
ultrapassa 800.000, com mais de 40.000 obitos (https://covid.saude.gov.br/).

Candido et al. ? forneceram um panorama sobre disseminagédo da SARS-CoV-
2 no Brasil, usando dados gendmicos, epidemiolégicos e de mobilidade. Os achados
gendmicos demonstram ao menos 104 eventos de importagdo de SARS-COV-2 2.
Os modelos de mobilidade mostram uma diminuicdo do numero de reproducgao para
um valor proximo a 1 em algumas localidades brasileiras, o que ainda denota um
alastramento da epidemia no pais 2.

Durante epidemias, abordagens filogenéticas e filogendmicas sao
amplamente utilizadas para rastrear rotas de dispersdo de patdégenos, delinear a

estrutura populacional de patégenos 3.

Recentes abordagens filodinamicas
permitem ainda a avaliagdo da dindmica populacional pretérita de patégenos com
base em informagdes genéticas (por exemplo, coalescent Bayesian skyline)*. Novas

implementagbes em Bayesian skyline tornaram possivel a extragdo de parametros

epidemiolégicos importantes diretamente de arvores filogenéticas (por exemplo, R)°.



A proposta do presente estudo refere-se ao uso de abordagens filodindmicas
(Bayesian skyline plot e Birth-death skyline) para inferir pardmetros epidemioldgicos

de SARS-CoV-2 no Brasil.

Material e Métodos

Este estudo utilizou um conjunto de 125 genomas completos, com “high
coverage”, disponiveis em 12 de junho de 2020 no GISAID-https: //www.gisaid.org/,
oriundos de 13 unidades federativas do Brasil. As sequéncias foram alinhadas no
software MAFFT v. 7.6.7 ®’, usando a opgao “closely related viral genomes” (https://
mafft.cbrc.jp/alignment/software/closelyrelatedviralgenomes.html).

Uma arvore filogenética de maxima verossimilhanca (MV) foi estimada no
software 1Q TREE v. 2.0.5 ¢ com o modelo evolutivo GTR e variagdo gamma entre
sitios. A exploragédo qualitativa do sinal molecular temporal (Figura S2) foi realizada
no programa Tempest v. 1.5.3 ° com base na relagéo entre as datas de amostragem
e distancias entre a raiz e os terminais, obtidas a partir dos comprimentos dos ramos
da arvore de MV.

As analises filodinamicas (Bayesian skyline plot e Birth-death skyline) foram
realizadas no programa Beast v. 2.5.1 "°. Os arquivos BEAUTI foram configurados
com 6x107 passos, amostragem a cada 1.000 genealogias e modelo evolutivo HKY +
G.

Para o crescimento demografico, utilizou-se Bayesian skyline (BSP) * como
tree prior. Os parametros restantes foram mantidos no modo padrdo. Birth-death
skyline serial (BDSKY) ° foi utilizada para inferir a dindmica temporal no nimero

reprodutivo efetivo (R.) com base em dois intervalos temporais.



Ainda em relagdo a BDSKY, foi ultilizada uma distribui¢do lognormal (M =0, S
= 1) para o prior "reproductiveNumber". Essa distribuicdo permite estimar R. com
alteragdes entre 0,1 e 7. O prior "becomeUninfectiousRates" esta relacionado ao
tempo para uma pessoa infectada com SARS-CoV-2 se recuperar. No entanto,
existe uma variagao substancial nas estimativas do periodo infeccioso para SARS-
CoV-2 ", portanto, “becomeUninfectiousRates” foi configurado sob uma distribuigdo
normal (M = 28, S = 4,5), com base nos valores inversos da média de tempo (dada
em dias por ano) entre o inicio dos sintomas e o resultado negativo no teste de RT-
PCR para SARS-CoV-2 (média = 13,4 dias, Cl 95%: 10,9-15,8), de acordo com
Byrne et al. ™.

A origem da epidemia foi definida com base uma distribuicdo gamma (a = 0,5
e B = 2). A probabilidade (p) foi estimada sob uma distribuicdo beta (a =1,0e B =
9999), equivalente a amostragem de uma minoria de casos existentes (entre 2,5 e-6
e 3 e-4). Utilizou-se relégio molecular estrito com taxa fixa em 0,0011
substituicbes/sitio/ano, de acordo com o obtido na analise de BSP.

A convergéncia das cadeias foi verificada no software Tracer v. 1.7 " (i.e.,
valores de ESS acima de 200), sendo que 10% das arvores iniciais foram
descartadas (burn-in). O Tracer v. 1.7 também foi usado para plotar o grafico de
BSP. O pacote-R bdskytools foi usado para a plotagem de BDSKY. As analises do

Beast foram realizadas no CIPRES Gateway - https://www.phylo.org/ ™.

Resultados e discussao
Foi obtida uma matriz com 29,4 Kb para 125 amostras de 13 unidades
federativas brasileiras (Figura 1). As distancias da raiz aos terminais mostram uma

tendéncia para a evolugdo por reldégio molecular (Figura 2). A taxa de relogio


https://www.phylo.org/

molecular foi estimada em 1,1 x 10 substituigbes/sitio/ano (HPD 95%: 8,09 x 107
substituigdes/sitio/ano-1,21 x 107 substituigbes/sitio/ano), sendo bastante similar a
estudos anteriores sobre a evolugdo de SARS-CoV-2 2™,

O grafico de bayesian skyline mostra um aumento no tamanho efetivo (Ne) em
SARS-CoV-2 apés um sutil gargalo ocorrido em meados de margo (Figura 3).
Métodos colaescentes (e.g., BSP) sao usuais para detecgdo de mudangas temporais
no numero de infectados (/.e., mudangas no tamanho efetivo populacional), mas n&o
sdo capazes de detectar o efeito das taxas de transmissio, de recuperacido sobre
essas alteragdes *'°.

O numero basico de reproducédo (Ro) € um dos pardmetros mais importantes a
serem avaliados no estudo de doencas infecciosas. Em palavras simples, R, € uma
medida de casos derivados quando um individuo infeccioso € introduzido em uma
populagdo completamente suscetivel ', sendo que R, <1 indica um potencial
declinio e Ro> 1 indica um potencial aumento na epidemia.

A anadlise de BDSKY fornece uma estimativa para o numero reprodutivo
efetivo (Re), que representa o numero de casos infec¢gdes secundarias causada por
um individuo infeccioso em um dado intervalo de tempo. BDSKY demonstra
diminuigdo de cerca de duas vezes no R., ocorrida em meados de margo, para um
valor de 1,17 (HPD 95%: 1,04-1,3-Figura 3), um valor similar as estimativas
anteriores para o numero reprodutivo obtido para o Brasil feitas com base em
distintas abordagens, indicando assim um crescimento da epidemia ".

O conjunto de dados analisados no presente estudo é composto
principalmente por genomas originarios do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas
Gerais (sudeste do Brasil), portanto, os resultados do presente estudo

provavelmente refletem a dindmica do SARS-CoV-2 no sudeste do Brasil. Além



disso, existe uma limitagdo temporal nos genomas coletados (i.e., até 28 de abril de
2020). Assim é possivel que haja um distinto cenario epidemiolégico do ponto de
vista geografico e/ou temporal.

Em concluséo, o presente estudo relata evidéncias de um aumento da SARS-
CoV-2 no territério brasileiro, suportando ainda a utilizacdo das técnicas
filodindmicas como complemento as abordagens tradicionais para o monitoramento

de parametros epidemioldgicos.
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Figuras



Figura 1. Distribuicdo dos genomas analisados por unidade federativa. Siglas:
AC=Acre (n=1), AL=Alagoas (n=1), AM=Amazonas (n=1), AP=Amapa (n=6),
BA=Bahia (n=2), DF=Distrito Federal (n=7), ES= Espirito Santo (n=1),
MA=Maranh&o (n=1), MG=Minas Gerais (n=13), PA=Para (n=6), RJ=Rio de Janeiro
(n=70), SC=Santa Catarina (n=2), SP=Sao Paulo (n=13). Origem desconhecida

(n=1).
0.0005 =

0.0004

listance

root-to-tip d,

.0003

.0002 -

0.0001

0
2019.9 2020.0 2020.1 e 20202 2020.3 2020.4

Figura 2. Representacéo das distancias root-to-tip vs. data de coleta. Coeficiente de
correlagéo=0,64; R?°0,42.
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Figura 3. Superior- Bayesian skyline plot para SARS-CoV-2 do Brasil. A linha sélida

representa a estimativa média de tamanho efetivo, a area sombreada representa o
intervalo de confianga. Inferior- Birth-death skyline plot para amostras brasileiras de
SARS-CoV-2 com dois intervalos de R.. A linha sélida representa a estimativa média
de R.. A area sombreada representa o intervalo de confianga. O tempo (eixo x) é
dado em dias, contados regressivamente a partir de 28/04/2020 (amostra mais
recente da analise).



Material suplementar

Tabela S1. Metadados sobre as amostras utilizadas no presente estudo.

Accession

D Virus name

EPI ISL_41 hCoV-19/Brazil/
2964 SPBR-01/2020

EPI ISL 41 hCoV-19/Brazil/
3016 SPBR-02/2020

Location

South America /
Brazil / Sao Paulo /
Sao Paulo

South America /
Brazil / Sao Paulo /
Sao Paulo

Collection

date Originating lab

Hospital Israelita Albert

2020-02-25 Einstein

2020-02-28 Hospital Israelita Albert
Einstein

Submitting lab

Instituto Adolfo Lutz
Interdisciplinary
Procedures Center
Strategic Laboratory

Instituto Adolfo Lutz,
Interdisciplinary
Procedures Center,
Strategic Laboratory

Authors

Jaqueline Goes de Jesus,
Claudio Tavares Sacchi,
Daniela Bernardes Borges
da Silva, Ingra Morales
Claro, Flavia Cristina da
Silva Sales, Claudia Regina
Gongalves, Joshua Quick,
Maria do Carmo, Sampaio
Tavares Timenetsky,
Nicholas James Loman,
Andrew Rambaut, Ester
Cerdeira Sabino, Nuno
Rodrigues Faria

Jaqueline Goes de Jesus,
Claudio Tavares Sacchi,
Fabiana Cristina Pereira dos
Santos, Ingra Morales Claro,
Flavia Cristina da Silva
Sales, Claudia Regina
Gongalves, Joshua Quick,
Maria do Carmo Sampaio
Tavares Timenetsky,
Nicholas James Loman,
Andrew Rambaut, Ester
Cerdeira Sabino, Nuno


https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/413016
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/413016
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/412964
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/412964

EPI ISL 41 hCoV-19/Brazil/
4014 SPBR-03/2020

EPI ISL 41 hCoV-19/Brazil/
4015 SPBR-06/2020

EPI ISL. 41 hCoV-19/Brazil/
4016 SPBR-05/2020

EPI ISL 41 hCoV-19/Brazil/
4017 SPBR-04/2020

South America /
Brazil / Sao Paulo

South America /

2020-03-02

Brazil / Sao Paulo/ 2020-02-29

Sao Paulo

South America /

Brazil / Sao Paulo/ 2020-02-29

Sao Paulo

South America /
Brazil / Sao Paulo

2020-03-04

Hospital Israelita Albert

Einstein

Hospital Sdo Joaquim

Beneficencia Portuguesa

Hospital Sdo Joaquim

Beneficencia Portuguesa

Hospital Sao Joaquim

Beneficencia Portuguesa

Instituto Adolfo Lutz,
Interdiciplinary
Procedures Center,
Strategic Laboratory

Instituto Adolfo Lutz,
Interdiciplinary
Procedures Center,
Strategic Laboratory

Instituto Adolfo Lutz,
Interdiciplinary
Procedures Center,
Strategic Laboratory

Instituto Adolfo Lutz,
Interdiciplinary
Procedures Center,
Strategic Laboratory

Rodrigues Faria

Claudio Tavares Sacchi,
Claudia Regina Gongalves,
Katia Correia dos Santos,
Carlos Henrique Camargo,
Maria do Carmo Sampaito
Tavares Timenetsky,
Terezinha Maria de Paiva,
Ester Cerdeira Sabino

Claudio Tavares Sacchi,
Claudia Regina Gongalves,
SimoneGuadagnucci
Morillo, Carlos Henrique
Camargo, Maria do Carmo
Sampaito Tavares
Timenetsky, Fabiana
Cristina Pereira dos Santos
Terezinha Maria de Paiva,
Ester Cerdeira Sabino

Claudio Tavares Sacchi,
Claudia Regina Gongalves,
Audrey Cilli, Carlos
Henrique Camargo, Maria
do Carmo Sampaito Tavares
Timenetsky, Daniela
Bernardes Borges da Silva,
Terezinha Maria de Paiva,
Ester Cerdeira Sabino

Claudio Tavares Sacchi,
Claudia Regina Gongalves,
Fabiana Cristina Pereira dos
Santos, Carlos Henrique
Camargo, Maria do Carmo


https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/414017
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/414017
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/414016
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/414016
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/414015
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/414015
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/414014
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/414014

EPI ISL 41 hCoV-19/Brazil/
4045 RJ-314/2020

EPI ISL 41 hCoV-19/Brazil/
5105 BA-312/2020

EPI ISL. 41 hCoV-19/Brazil/
5128 ES-225/2020

South America /
Brazil / Rio de
Janeiro / Rio de
Janeiro

2020-03-04

South America /
Brazil / Bahia / Feira 2020-03-04
de Santana

South America / 2020-02-29
Brazil / Espirito
Santo / Vila Velha

LACEN RJ - Laboratério
Central de Saude Publica
Noel Nutels

Laboratorio Central de
Saude Publica Professor
Gongalo Moniz —
LACEN/BA

LACENV/ES -
Laboratério Central de
Saude Publica do
Espirito Santo

Instituto Oswaldo Cruz
FIOCRUZ - Laboratory
of Respiratory Viruses
and Measles (LVRS)

Instituto Oswaldo Cruz
FIOCRUZ - Laboratory
of Respiratory Viruses
and Measles (LVRS)

Instituto Oswaldo Cruz
FIOCRUZ - Laboratory
of Respiratory Viruses
and Measles (LVRS)

Sampaito Tavares
Timenetsky, Daniela
Bernardes Borges da Silva,
Terezinha Maria de Paiva,
Ester Cerdeira Sabino

Paola Resende, Alisson
Fabri, Joilson Xavier,
Sunando Roy, Fernando
Motta, Aline Mattos, Milene
Miranda, Cristiana Garcia,
Braulia Caetano, Maria
Ogrzewalska, Jonathan
Lopes, Luciana Appolinario,
Maria Nobrega, Marilda
Siqueira

Paola Resende, Allison
Fabri, Joilson Xavier,
Sunando Roy, Fernando
Motta, Aline Mattos, Milene
Miranda, Cristiana Garcia,
Braulia Caetano, Maria
Ogrzewalska, Jonathan
Lopes, Luciana Appolinario,
Maria Nobrega, Marilda
Siqueira

Paola Resende, Allison
Fabri, Joilson Xavier,
Sunando Roy, Fernando
Motta, Aline Mattos, Milene
Miranda, Cristiana Garcia,
Braulia Caetano, Maria
Ogrzewalska, Jonathan
Lopes, Luciana Appolinario,
Maria Nobrega, Marilda


https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/415128
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/415128
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/415105
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/415105
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/414045
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/414045

EPI ISL 41 hCoV-19/Brazil/
6028 SPBR-07/2020

EPI ISL 41 hCoV-19/Brazil/
6029 SPBR-08/2020

EPI ISL. 41 hCoV-19/Brazil/
6031 SPBR-09/2020

South America /
Brazil / Sao Paulo /
Sao Paulo

South America /
Brazil / Sao Paulo /
Sao Paulo

South America /
Brazil / Sao Paulo /
Sao Paulo

National Influenza
2020-03-03 Center - Instituto Adolfo
Lutz

2020-03-04 Laboiratorio Fleury

2020-03-04 National Influenza
Center - Instituto Adolfo
Lutz

Instituto Adolfo Lutz,
Interdiciplinary
Procedures Center,
Strategic Laboratory

Instituto Adolfo Lutz,
Interdiciplinary
Procedures Center,
Strategic Laboratory

Instituto Adolfo Lutz,
Interdiciplinary
Procedures Center,
Strategic Laboratory

Siqueira

Claudio Tavares Sacchi,
Claudia Regina Gongalves,
Carlos Henrique Camargo,
Fabiana Cristina Pereira dos
Santos, Daniela Bernardes
Borges da Silva, Simone
Guadagnucci Morillo,
Adriano Abbud, Adriana
Bugno, Maria do Carmo
Sampaio Tavares
Timenetsky, Terezinha
Maria de Paiva

Claudio Tavares Sacchi,
Claudia Regina Gongalves,
Carlos Henrique Camargo,
Fabiana Cristina Pereira dos
Santos, Daniela Bernardes
Borges da Silva, Simone
Guadagnucci Morillo,
Adriano Abbud, Adriana
Bugno, Maria do Carmo
Sampaio Tavares
Timenetsky, Terezinha
Maria de Paiva

Claudio Tavares Sacchi,
Claudia Regina Gongalves,
Carlos Henrique Camargo,
Fabiana Cristina Pereira dos
Santos, Daniela Bernardes
Borges da Silva, Simone
Guadagnucci Morillo,
Adriano Abbud, Adriana
Bugno, Maria do Carmo


https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/416031
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/416031
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/416029
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/416029
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/416028
https://www.epicov.org/epi3/start/EPI_ISL/416028

EPI ISL 41 hCoV-19/Brazil/
6032 SPBR-10/2020

EPI ISL 41 hCoV-19/Brazil/
6033 SPBR-11/2020

EPI ISL 41 hCoV-19/Brazil/
6034 SPBR-12/2020

South America /
Brazil / Distrito
Federal / Brasilia

South America /
Brazil / Sao Paulo /
Sao Paulo

South America /
Brazil / Sao Paulo /
Sao Paulo

National Influenza
2020-03-04 Center - Instituto Adolfo
Lutz

Hospital Israelita Albert

2020-03-03 Einstein

2020-03-04 Hospital Israelita Albert
Einstein

Instituto Adolfo Lutz,
Interdiciplinary
Procedures Center,
Strategic Laboratory

Instituto Adolfo Lutz,
Interdiciplinary
Procedures Center,
Strategic Laboratory

Instituto Adolfo Lutz,
Interdiciplinary
Procedures Center,
Strategic Laboratory

Sampaio Tavares
Timenetsky, Terezinha
Maria de Paiva

Claudio Tavares Sacchi,
Claudia Regina Gongalves,
Carlos Henrique Camargo,
Fabiana Cristina Pereira dos
Santos, Daniela Bernardes
Borges da Silva, Simone
Guadagnucci Morillo,
Adriano Abbud, Adriana
Bugno, Maria do Carmo
Sampaio Tavares
Timenetsky, Terezinha
Maria de Paiva

Claudio Tavares Sacchi,
Claudia Regina Gongalves,
Carlos Henrique Camargo,
Erica Valessa Ramos
Gomes, Fabiana Cristina
Pereira dos Santos, Daniela
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