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RESUMO

BENEDETTI, Viviane de Fatima. Caracterizacdo genética do virus da dengue
(DENV) circulante nas regides da Bahia 2021. [dissertacdo]. Sdo Paulo:
Universidade de S&o Paulo, Instituto de Medicina Tropical; 2022.

Dentre os arbovirus de maior relevancia para infeccdo em humanos destacam-
se aqueles pertencentes as familias Flaviviridae e Alphaviridae. O DENV
dentre o género Flavivirus € um dos principais virus em termos de morbidade,
mortalidade e impacto econdmico em diferentes areas do mundo. O DENV foi
reintroduzido no Brasil na década de 80, e desde entéo, introdu¢des continuas
sdo documentadas e s&o responsaveis pelo aumento do namero de casos a
cada surto. O virus Chikungunya (CHIKV) é um arbovirus que se destaca no
género dos Alphavirus, causando diversos surtos em varios paises nas
Ameéricas. O virus foi introduzido no Brasil em 2014 e, desde entdo, varios
estados brasileiros notificam surtos de grande importancia. O objetivo principal
deste trabalho € desenvolver a caracterizacdo genética associada a infeccbes
causadas pelo DENV no estado da Bahia. Assim como as distribuicbes de
distintos isolados virais, considerando a co-circulacdo de diferentes arbovirus
nas epidemias. A epidemia causada pela presenca concomitante de distintos
virus representa um grave problema de saude publica para o Brasil. As
amostras isoladas neste trabalho, inicialmente diagnosticadas para DENV,
apresentaram positividade para DENV, ZIKV e CHIK. A proximidade entre os
paises, estados e cidades proporciona um aumento das infec¢des, impedindo
um melhor entendimento do fluxo de pessoas infectadas e dos mosquitos,

intensificando o desafio no combate aos surtos.

Palavras- Chave: Saude Pdublica. Virus. Flavivirus. Alphavirus. Epidemias.

Genética.



ABSTRAT

BENEDETTI, Viviane de Fatima. Genetic characterization of the dengue virus
(DENV) circulating in the regions of Bahia 2021. [dissertation] Sdo Paulo:
University of Sdo Paulo, Institute of Tropical Medicine; 2022.

Among the most relevant arboviruses that infects humans, those belonging to
the family Flavividae and Alphaviridae are highlighted. DENV among the genus
Flavivirus is one of the main viruses in terms of morbidity, mortality and
economic impact in different areas of the world. DENV was reintroduced in
Brazil in the 1980s, and since then, continuous introductions have been
documented and are responsible for the increase in the number of cases with
each outbreak. The Chikungunya virus (CHIKV) is an arbovirus that stands out
in the Alphavirus genus, causing several outbreaks in several countries in the
Americas. The virus was introduced in Brazil in 2014 and, since then, several
Brazilian states have reported major outbreaks. The main objective of this work
is to develop the genetic characterization associated with infections caused by
DENV in the state of Bahia. As well as the distributions of different viral isolates,
considering the co-circulation of different arboviruses in epidemics. The
epidemics caused by the concomitant presence of different viruses represents a
serious public health problem for Brazil. The samples isolated in this work,
initially diagnosed for DENV, were positive for DENV, ZIKV and CHIK. The
proximity between countries, states and cities provides an increase in
infections, preventing a better understanding of the flow of infected people and

mosquitoes, intensifying the challenge in combating outbreaks.

Keywords: Public Health. Virus. Flavivirus. Alphavirus. Epidemics. genetics.
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1. INTRODUCAO

As arboviroses constituem um grupo de doencas causadas pelos
arbovirus (arthropod-borne viruses), cuja denominacao se refere a transmissao
por vetores artrépodes hematéfagos do género Aedes, e o ciclo replicativo que
se desenvolvem parcialmente nesses insetos. O ciclo de transmissdo se
mantém entre os hospedeiros invertebrados, em geral mosquitos e carrapatos,
e hospedeiros vertebrados funcionam como amplificadores ou reservatérios na

natureza, usualmente passaros, roedores e primatas ndo humanos (1,2).

A infeccdo em humanos usualmente ocorre através de eventos de
“spill over” envolvendo a introdugcdo humana em ambiente silvestre e mudancas
ambientais, como por exemplo, a urbanizagcéo rapida e sem planejamento no
desenvolvimento de comunidades, etc. Emergéncia viral associada a
degradacdo antropica ocorre em circunstancias apropriadas, como
desequilibrio ecolégico, a alta densidade populacional e taxas de contato entre
humanos e mosquito, para a reproducdo de vetores (3,4). Ademais, fatores
ambientais e sociais influenciam a introducéo e fixacdo do virus em funcéao de
diversos condicionantes, como: (i) degradacdo antrépica em regides
urbanizadas, como citado acima; (ii) alteracbes climaticas em localidades
degradadas e densamente hiper populadas; (iii) gestdo inadequada de
recursos hidricos, lixo e de florestamento; (iv) Saneamento basico deficiente,
dente outros. Estes condicionantes contribuem para proliferacéo,
desenvolvimento e, portanto 0 aumento dos niveis de infestacdo de vetores

antropofilicos, responsaveis por transmitir arboviroses (5).

O ciclo urbano envolve hospedeiros pertencentes ao género Aedes
principalmente o A. aegypti e o A. albopictus, com maior tendéncia de circular
entre areas silvestres degradadas pela acdo humana, servindo de ligacao entre

0s ambientes distintos (6).

Em geral, infec¢des por arbovirus sdo assintomaticas ou causam uma
doenca febril sistémica, incluindo sintomas como mialgias, artralgia e sinais
como exantemas, erupcdo cutanea, etc. (7). O fato de se observar

apresentacdes clinicas semelhantes e a possibilidade de ocorréncia



concomitante de infec¢cbes por diferentes arbovirus em um mesmo local
constituem obstaculos ao diagndstico diferencial apropriado durante epidemias.
Alguns arbovirus podem circular silenciosamente, confundidos com os agentes
mais frequentes da regido (8), no caso DENV, ZIKV e CHIKV no Brasil. O
diagnéstico laboratorial se faz, portanto, necessario para a determinacdo exata
do agente etioldgico (9,10).

Dentre os arbovirus de maior relevancia para infeccdo em humanos
destacam-se aqueles pertencentes aos géneros Flavivirus e Alphavirus. O
DENV dentre os Flavivirus € um dos principais virus em termos de morbidade,
mortalidade e impacto econbémico em diferentes areas do mundo. O virus
Chikungunya (CHIKV) é um arbovirus que se destaca no género dos
Alphavirus, causando diversos surtos em varios paises principalmente em

paises do Sudeste Asiatico e da América Latina (11).

No Brasil, as arboviroses urbanas fazem parte de um cenario
epidemiologico complexo, com a circulagdo simultanea dos quatro sorotipos
dos virus da dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), do virus
Chikungunya (CHIKV) e do virus Zika (ZIKV). A triplice epidemia causada pela
presenca concomitante dos virus representa um grave problema de saude
publica para o Brasil, dado as condi¢cdes ideais para a dispersdo destes
patdgenos devido as suas dimensdes continentais e intensas interconeccdes
regionais. Além disso, a circulagdo simultanea destes trés arbovirus
compromete a eficiéncia do diagndéstico e as notificacdes virais. A proximidade
das cidades contribui para o0 aumento das infec¢cdes impedindo um melhor
entendimento do fluxo continuo de pessoas infectadas e mosquitos,

intensificando o desafio no combate aos surtos (3,4,12).

1.1 Caracteristicas gerais do virus - DENV

Os virus da Dengue (DENV) sédo patdégenos transmitidos por
artropodes responsaveis por doencgas infecciosas emergentes e reemergentes
no mundo todo. Representam um grande problema de Saude Pdublica,

causando grandes impactos econémicos. A dengue é atualmente a arbovirose
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mais prevalente em regifes tropicais e subtropicais em areas urbanas e

semiurbanas (5).

O DENV é um virus com capsideo icosaédrico e envelopado, o que da
a ele um aspecto esférico. Os virions medem aproximadamente 40 a 80 nm de
didmetro. O capsideo proteico (C), é envolvido por um envelope lipidico,

ornado por proteinas transmembrana (M), e de natureza glicoproteica (E) (6).

O genoma viral é constituido por uma fita simples de RNA com
polaridade positiva, com aproximadamente 11 Kilobases (Kb). Codificam trés
proteinas estruturais, proteina do capsideo (C), proteina do envelope pré-M,
precursora da proteina de membrana (M) e glicoproteinas que formam as
espiculas (E), e sete proteinas ndo estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5 (Figura 1) (6,13).

Figura 1. Organizacdo gendmica dos Flavivirus

5UTR

NS2A  NSéA §D
ClM| E NSt | | NS3 NS5 Jy

NS28 NSZB 3UTR

Proteinas estruturais (C, prM, E) e ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5)
flanqueadas pelas regifes néo codificantes (5 'e 3' UTR). Figura adaptada de: Guzman et al. 2010.

Com base na diversidade genética, e distribuicdo geografica, foram
identificados gendtipos distintos em cada sorotipo, que podem se diferenciar
em termos de viruléncia e transmissibilidade viral. Em cada genotipo, linhagens

e sub-linhagens virais foram caracterizadas (13).

Ha certo nivel de variacdo no gene codificante da proteina E que
determina alteracdes na sua composi¢cdo entre os virus dengue, inclusive nos

epitopos que constituem antigenos de superficie para produgdo da resposta
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imune no hospedeiro. Devido a sua importancia, esses epitopos definem a
classificacdo do virus em quatro sorotipos relacionados, mas antigenicamente
distintos designados por DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (6).

Caracteristicas clinicas e imunoldgicas associadas ainfeccéo
causada pelo DENV

Os sintomas e sinais manifestados durante a infecgdo causada pelo
DENV variam de Dengue com sinais de alarme (DAS) e Dengue grave (DG)
(14), com complicagbes clinicas importante e desenvolve em uma pequena
porcentagem dos pacientes (4,15). As infec¢cdes assintomaticas (numa
proporcao de aproximadamente 4 para 1 pessoa infectada) desempenham um
papel importante nas epidemias de DENV contribuindo para a maior
transmissdo do virus, dificultando a deteccdo precoce do aumento da

incidéncia, embora esta relacao seja dinamica ao longo do tempo (4,16).

A infeccao primaria causada por um dos quatro sorotipos virais induz
uma resposta imune, que leva a uma protecdo de longo prazo para os DENV
homdélogos. No entanto, uma infeccdo secundaria com sorotipos diferentes
pode resultar numa resposta imune diferenciada, incluindo formas mais graves
de doenca (16). A manifestacéo clinica severa ap0s a segunda infeccdo com
outro sorotipo seria explicada por uma exacerbacdo imune induzida por
anticorpos sub-neutralizantes (do inglés, antibody dependent enhancement —
ADE) (15).

O ADE ocorre quando anticorpos sub-neutralizantes geradas contra um
sorotipo anterior, facilitam a entrada do virus nas células imunes do
hospedeiro, levando ao aumento da carga viral. Ou seja, anticorpos sub-
neutralizantes (ligados as particulas virais na segunda infeccdo) ligam-se aos
receptores Fc do anticorpo que algumas destas células possuem na membrana
plasmatica. Esse segundo virus pode usar esse mecanismo para infectar
mondcitos e macrofagos humanos, fazendo com que a segunda infeccdo
causada por um sorotipo distinto da primeira infeccdo viral seja facilitada e
agravada (15,17,18).
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1.1.1 Ciclo Replicativo e Ciclo de transmissao - DENV

O DENV inicia-se seu processo de infeccdo no homem apds serem
inoculados através da picada da fémea do mosquito Aedes spp. previamente
infectada. Qualquer um dos quatro sorotipos pode causar altos niveis de
viremia em humanos que dura em média 4-5 dias (variacao, 2—-12 dias) (17,18)

A entrada dos virus nas células hospedeiras envolve a endocitose
mediada por receptores celulares especificos para proteinas do envelope viral
(E). Na rota endocitica, 0 DENYV internalizado em um endossomo funde com
um lisossomo onde o virion sofre catdlise acida e ocorrendo a liberacdo do
nucleocapsideo viral (isto é, fusdo pH mediada). A replicacao viral se inicia com
a sintese de RNA da fita negativa do genoma completo, molde para a sintese
de fitas positivas adicionais, possibilitando a producdo de proteinas néo
estruturais e as estruturais que possibilitam a morfogénese de novas particulas.
A progénie viral saem da célula infectada por rompimento do compartimento
intracelular membranoso e brotamento (19). A infeccdo inicia no endotélio
vicinal ao sitio de infeccdo onde ocorre a viremia primaria envolvendo
linfonodos mais préximos e depois progénie viral € espalhada pelo organismo
humano (20).

Durante a viremia secundaria, o DENV replica em células musculares
estriadas e lisas, fibroblastos e também linfonodos, circulando livremente no
plasma e interior de células fagociticas (monocitos e macréfagos);

multiplicando-se e disseminando-se por todo organismo (17).



13

Figura 2 :Replicacdo do virus dengue
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Fonte:https://www.nature.com/scitable/content/dengue-virus-replication-22401525/

Ciclo de transmissao do DENV, homem-mosquito-homem

As anadlises de difusdo espacial em ambientes urbanos indicam que
guando se inicia a identificacdo de casos clinicos relacionados ao virus nestes
ambientes, o virus ja deve estar praticamente distribuido por toda a cidade
(circulagéo criptica), sendo um fenédmeno frequentemente documentado em
ambientes urbanos brasileiros (4). Os grupos de risco em areas endémicas
sdo divididos em criancas acima de um ano de idade e jovens adultos
susceptiveis (17,18). Casos graves de dengue podem ocorrer em infec¢des
primarias com criancas menores de um ano, associados aos anticorpos
adquiridos através de transferéncias placentarias de maes imunes a DENV
durante a gravidez (21). Est4 bem estabelecido que infec¢do priméria causada

por um dos quatro sorotipos virais induz uma resposta imune, que leva a uma


https://www.nature.com/scitable/content/dengue-virus-replication-22401525/
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producéo de anticorpos (17). Estes anticorpos possuem um papel distinto
durante os primeiros anos de vida da crianga. Ao nascimento, 0os anticorpos de
resposta imune priméaria para o DENV materno conferem protecdo para a
crianga, ao passar de alguns meses diminuem a titulos sub-neutralizantes,
facilitando a infeccao pelo DENV, potencializadas pelo mecanismo de ADE (do
inglés, antibody dependent enhancement) (21), descrito anteriormente.
Conforme observado nos paises do continente asiatico, a co-circulacdo de
todos os sorotipos (DENV 1-4), apresenta uma mudanca no padrédo da doenca,
registrando casos mais graves. Devido ao acumulo de imunidade contra o
DENV em pessoas mais velhas, a faixa etaria que desenvolve a doenca € a

dos mais jovens (4).

1.1.1.1 Virus Dengue no Brasil

Nas Américas, a dengue tem sido documentada desde o Séc. XVII
(22). No Brasil, a circulacdo do DENV foi seriamente restrita ou impedida, da
primeira metade do Séc. XX até os meados da década de 1960, quando o
Aedes aegypti foi reintroduzido. A dengue passou entdo a condi¢cdo de doenca
reemergente nos anos de 1981-1982 com a identificacdo dos sorotipos DENV-
1 e DENV-4 (23). Atualmente, observa-se uma ampla distribuicdo do DENV,
com a co-circulacdo dos quatro sorotipos em diversas regides do pais. O virus
DENV-1 invadiu o Sudeste (Rio de Janeiro e Minas Gerais) e Nordeste
(Alagoas, Ceara, Pernambuco, Bahia), iniciando um processo de intensa
dispersdo viral, com epidemias que atingiram progressivamente todas as
regides brasileiras (24). Em 1990-1991, ocorreram a entrada do DENV-2,
seguido pelo DENV-3 em 2001 e a reintroducdo do DENV-4 em 2010 (22,25
27) .

No periodo de 2010 a 2019 foram notificados 9.559.582 casos de
dengue no Brasil, com destaque para o ano de 2015, que apresentou 0 maior
namero de casos, de aproximadamente 1.650.000 notificados no pais (28,29).

Dentre as 23.976 amostras processadas para isolamento viral, 39,3%
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apresentaram para DENV-1 (94,1%), seguido de DENV-4 (4,8%), DENV-2
(0,7%) e DENV-3 (0,4%) (29).

Em 2019, a regido Sudeste apresentou o maior numero de casos
provaveis de dengue, resultando 65,7 % casos, em relacdo ao total do pais.
Sao Paulo é o estado que apresenta o maior nimero de exames realizados,
com 55,1% dos resultados laboratorialmente confirmados (30). As amostras
processadas para a identificacdo dos sorotipos do DENV indicam que 85,2%
das amostras foram positivas para DENV-2 (30).

A distribuicdo dos casos provaveis de dengue no Brasil, no periodo de
janeiro a junho de 2020 apresenta um aumento do numero de casos. 91,7%
dos casos de dengue, relacionado ocorreram neste periodo. No entanto, a
partir do segundo semestre de 2020, foram notificados 8,3% dos casos
provaveis no pais, observando uma diminuicdo dos casos em relagdo ao ano
de 2019. Ressaltando que no ano de 2020, o surgimento do SARS-CoV-2
levou a mobilizacdo de laboratérios e funcionarios de saude publica em
detrimento das praticas de diagnostico e controle de arbovirus (12). Talvez,
como consequencia ocorreu uma diminui¢cao dos registros de casos e de 6bitos
por dengue, em consequéncia a subnotificacdo ou atrasos nas notificacbes
associadas a mobilizacdo das equipes de vigilancia e o receio da populacdo
em procurar atendimento nas unidades de saude (12,31). O sorotipo DENV-2
foi predominante, presente em 79,1% das amostras testadas no pais no

periodo analisado (31).

Em 2021, houve uma reducédo de 46 % de casos registrados para o
mesmo periodo analisado de 2020. Dentre as amostras testadas no periodo, o
DENV-1 representou 51,0% das amostras positivas, enquanto o DENV-2 com
48,9% (32).

A situacdo epidemioldgica de 2022 até o més de maio em comparacao
com o0 ano de 2021 indicou que houve um aumento de 135,1% de casos
registrados, apresentando deteccdo do sorotipo de DENV-1 (89,4%) e (10,6%)
DENV-2. A Regido Centro-Oeste apresentou a maior taxa de incidéncia de

dengue, até o momento (33).
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Virus Dengue na Bahia

A introducdo do DENV na Bahia em 1987 ocorreu no Oeste do Estado, o
sorotipo identificado foi o DENV-1 e cerca de 623 casos foram notificados
como suspeitos. A epidemia restringiu-se apenas a &area urbana,
possibilitando medidas de contencdo e combate ao principal vetor,
controlando a epidemia para outros municipios limitrofes. Ao ser eliminado
0 mosquito, o virus aparentemente deixou de circular de forma intensa
(34,35).

No ano de 1994 o DENV voltou a ser notificado no Estado da Bahia
guando o DENV-2 foi introduzido em uma cidade do extremo Sul do Estado,
disseminando-se em seguida. No ano de 1996 a taxa de deteccdo alcancou
aproximadamente 370/100.000 habitantes, observando um declinio em 1998
de 170/100.000 habitantes. Entre 1994 e 1996 o unico sorotipo isolado foi o
DEN-2 e, somente em 1997 o DENV-1 também passou a circular

intensamente.

No periodo de 1994 a 2000, do total de municipios do estado, apenas
8,7% nao notificaram casos de dengue durante o periodo. Em 1994, 4,8% dos
municipios foram atingidos e em 1997 observou-se o maior contingente, com
73,3% dos municipios atingidos (34,36).

Os principais municipios que apresentaram maiores numeros de
notificacoes, entre 1994 e 2000, foram aqueles situados proximos ao litoral e
da BR-101 e os mais urbanizados como Salvador, com elevadas taxas de
densidade populacional (35). Entre 2001 e 2010 foram notificados 362.564
casos de dengue, sendo que no ano de 2009 a maior taxa de incidéncia no
estado foi de 710,3/100 mil habitantes. A dengue no estado da Bahia
acompanhou o padrdo apresentado na regido Nordeste e no Brasil, com
predominancia do sorotipo DEN-3 entre os anos de 2001 a 2006 e DEN-2 de
2007 a 2009 segundo o Relatério de Situacdo do Sistema de Vigilancia em
Saude para a Bahia. No entanto nao ficou claro qual sorotipo foi predominante
no ano de 2010 (35,37).
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Em 2007 chamou atencé&o o percentual de casos registrados de 66,7 %
em relagcdo a todo pais, incluindo cidades como Barreiras, na regido do Estado
da Bahia (35), incuindo cidades as quais pertence a populacdo amostral deste
presente estudo nos meses de Marco a Junho de 2021. Quanto a distribuicdo
de casos de dengue no municipio de Barreiras (BA), de janeiro de 2007 a
marco de 2013, foram notificados 68,8% casos provaveis de dengue, nos anos
de 2009, 2011 e 2013, apresentaram uma taxa de incidéncia de 704,5, 429,3 e
247,2 por 100 mil habitantes, respectivamente. O DENV-1 circulou de 2009 a
2011, reaparecendo no primeiro trimestre de 2013. O DENV-2 circulou no
municipio em 2008 e 2009, com retorno em 2011 e o DENV-3 foi encontrado
de 2007 a 2010. Nao houve registro de circulacdo do DENV-4 no municipio de
Barreiras (38). Estudo realizado no municipio de Barreiras entre 2015 e 2016
apresenta uma diminuicdo nas notificacdes e relatam notificagdes o0s virus
Chikungunya e Zika, no ano de 2016 (39).

1.2 Caracteristicas gerais do virus — CHIKV

O virus Chikungunya (CHIKV, género Alphavirus, familia Togaviridae) é
um virus transmitido por artrOpodes que ocorre em regides tropicais e

subtropicais.

O CHIKV é um virus de RNA fita simples de sentido positivo, com
genoma em torno de 11,8 kb, codificando proteinas ndo estruturais (nsP1-
nsP4) e proteinas estruturais (C, E1, E2, E3, 6 K). E classificado em quatro
gendtipos com base em sua diversidade genética e na distribuicdo geografica
inicial de suas linhagens, que incluem os gendtipos asiatico, centro-leste-sul-
africano (ECSA), oeste africano (WA) e linhagem do Oceano indico (IOL)
(11,40,42).

1.2.1 Ciclo replicativo e ciclo de transmisséo - CHIKV

Por meio do processo de endocitose mediada por receptor, o CHIKV
adsorve na célula alvo, o ambiente &acido no interior do endossoma

desencadeia a fusdo do envelope viral com a membrana endosomal, levando a
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liberagcdo do genoma viral no citoplasma. Esse, por sua vez, € traduzido em
proteinas virais ndo estruturais. Ap0s o processamento, o complexo de
proteinas nao estruturais forma a replicase viral, a qual catalisa a sintese de
uma cadeia de RNA de sentido negativo para servir como molde para a sintese
do genoma de sentido positivo e do RNA subgendémico. O RNA subgendmico
€ traduzido e produz a poliproteina estrutural, a qual é, entdo, clivada para
produzir as proteinas estruturais individuais, seguida da montagem dos
componentes virais. Por fim, a particula viral madura (virion) montada é
liberada por brotamento através da membrana plasmatica, onde adquire o

envelope com glicoproteinas do hospedeiro incorporadas (42).

Transmitido principalmente por mosquitos Aedes spp. O CHIKV pode
causar surtos onde os vetores sdo abundantes. Epidemias recentes tém sido
facilitadas por mutacdes nas glicoproteinas de envelope que resultaram em
populacdes de CHIKV mais adaptadas para transmisséo pelo A. albopictus. A
mutacdo na glicoproteina E1 do CHIKV, denominado E1:A226V, contribuiu
para aumentar a infectividade e transmissédo pelo A. albopictus, geralmente
considerado como tendo uma capacidade vetorial de transmisséo de arbovirus
menor do que o A. aegypti. Essa adaptacdo do virus facilitam surtos em
regides de clima temperado, sobrevivendo aos intensos invernos europeus, em

locais onde 0 A. aegypti ndo esta presente (41,43).

1.2.2 Virus CHIKV no Brasil

Descrito pela primeira vez na Tanzania, em 1952, o CHIKV ja causou
mais de 70 surtos epidémicos significativos em todo o mundo, principalmente

em paises do Sudeste Asiatico e da América Latina (40,41,44).

Surtos de CHIKV ocorreram na Africa, Asia, Europa, regides da india e
do Pacifico e foi introduzido no Caribe em 2013, de onde se espalhou para a
América Central e do Sul. No Brasil, o primeiro caso autéctone foi identificado
em 2014, na Regido Norte (Amapa) e Nordeste (Bahia), causado pelo gendtipo
asiatico. Simultaneamente, casos autéctones do genaotipo

Leste/Central/Sul/Africano (ECSA) foram confirmados na regido nordeste do
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Brasil. Naquela localidade, no ano de 2019, houve a segunda maior notificagéo
de incidéncias do CHIKV no pais (31,41,44).

2. OBJETIVOS

Compreender a caracteristica genética associada a infeccdes
causadas pelo DENV, assim como das distribuicbes de diferentes isolados
virais, amostrados na regido da Bahia no ano de 2021.

Objetivos especificos

. Identificar os genotipos e linhagens circulantes na regido da Bahia

durante o surto.

. Sequenciamento e caracterizagdo dos genomas dos virus

isolados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material de estudo

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Universidade Federal do Oeste da Bahia, CAAE: 42901721.9.0000.8060.

A populacdo de estudo € composta por pacientes com sintomas e
sinais clinicos relacionados as infec¢bes causadas por arboviroses, atendidas
na regiao do oeste da Bahia, com casos notificados nas cidades de Barreiras e
Luis Eduardo Guimaraes, nos meses de margo a junho de 2021.

As amostras foram selecionadas conforme os sintomas e sinais clinicos
e resultados sorolégicos. Encaminhadas ao Laboratorio de Evolugédo Molecular
e Bioinformatica (LEMB) juntamente com os dados ELISA — NS1, realizados
pelo Laboratério escola da Faculdade Sul Ameérica - Centro Luis Eduardo

Magalhaes - Bahia.

Amostras de soro um total de 100 pacientes foi coletado pelas equipes
de profissionais da saude capacitados em unidades de atendimento municipais
e hospitais, devidamente acondicionadas em Trizol (Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as instrucbes do fabricante, (900ul de
Trizol para 300ul de amostra) mantendo a integridade do material genético
(45), sendo encaminhadas e armazenadas a -80°C até que os testes

moleculares fossem realizados.

O RNA total foi extraido de acordo com as instrucbes do fabricante
(Trizol, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA,). A deteccdo molecular foi feita
por gRT-PCR (conforme descrito posteriormente) realizada no LEMB/ICB/USP
para DENV (45). As amostras negativas para DENV foram subsequentemente
avaliadas para outras arboviroses, tais como 0s virus pertencentes aos
géneros Flavivirus e Alphavirus usando gRT-PCR. Para definir os 4 sorotipos
de DENV, o RNA extraido foi submetido a transcricdo reversa seguida de
reacdo da polimerase em cadeia com o cDNA obtido, e & reacdo de semi-

nested (46,47).Diagndstico Soroldgico
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Todas as amostras de soro coletadas de pacientes sintomaticos foram
analisadas utilizando a técnica de ELISA-NS1, conforme recomendacdo do
fabricante (Euroimmun). As amostras que apresentaram resultados negativos
para DENV foram submetidas a testes de ELISA-IgM para CHIKV, realizados
no Laboratério escola da Faculdade Sul América na Bahia.

3.1.1 Diagnéstico Molecular

De todas as amostras de soro coletadas, foram extraidas o material
genético, conforme o protocolo de extragcdo de RNA. Iniciamos o protocolo
com 300ul de amostra e 900ul de Trizol desenvolvido de acordo com as
instrucdes do fabricante (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), com um
volume de diluicdo em 50ul DEPC (45). O valor de Ct das amostras foram
estimados através da técnica de qRT_PCR, utilizando um conjunto de primers
e sonda projetados para os virus DENV (48), ZIKV (49), CHIKV (50), YFV (51)
e MAYV (52). Reacdes foram conduzidas em um volume de 15 pL contendo 5
pL de RNA viral, 7,5 pL de tampdo RT-PCR 2x, 0,5uL da mistura de primer
direto e reverso e sonda com a concentracdo de 10 uM (para a concentracéo
final de 400 nM de cada um), 0,6uL de mistura enzimatica 25x RT-PCR e 1,4
pL de agua livre de nuclease foram incubados a 45°C por 10 min para a
sintese de cDNA, 95°C 10 min para inativacdo da transcriptase reversa, ciclos
de PCR e deteccéo de 45 ciclos de 15 seg a 95°C, 45 seg a 60°C para a etapa
de coleta de dados com o sistema 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA).

O RNA extraido, conforme descrito anteriormente, foi convertido em
cDNA com kits de transcricdo reversa de cDNA de alta capacidade (Applied
Biosystem) usando iniciadores aleatérios. Resumidamente, reacdes de 20 uL
contendo 5 L de acidos nucleicos, 2 pL de iniciador aleatério 10 mM, 1 uL de
RT multiScribe, 2,5 pL de tampdo RT 10X, 1 pL (0,1 M) de DTT, 0,8 pL (10
mM) de cada dNTPs e 7,7 uL de agua livre de nuclease foram incubados a
25°C por 10 min, 37°C por 120 min, com etapa de inativacao de 85°C por 5

min.
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Os amplicons (produtos da reacao de PCR) foram gerados em reacdes
de 22 pL, contendo 3 pL de cDNA de DENV previamente descritos, 0,2 puL cada
(10 mM) de iniciadores diretos e reversos (D1 e D2) (46), 12,5 pL de
PlatinumTaqg DNA Polimerase de Alta Fidelidade (Invitrogen), 2,5 pL de
Tampao de PCR 10X (atingindo uma concentracéo final de 1,13 x por reagao),
1 pL (50 mM) de MgS0O4, 0,5 pL (10 mM) de dNTPs e 14,9 pL de agua sem
nuclease. As condicdes de ciclagem com termocicladores MJ Research PTC-
200 Peltier da Bio-Rad consistiram em amplificacdo foram realizadas da
seguinte forma: 94°C por 2 min, seguido por 35 ciclos a 94°C por 35 s, 57°C

por 45 s, seguido por uma extensdao final e 72°C por 2 minutos.

Para a segunda amplificacéo, reacédo de “semi-nested”, de 25 pyl com
2,5uL do amplicons produzidos na primeira amplificagdo diluido 1:80 em agua
DEPC, 12,5 pL de PlatinumTaqg DNA Polimerase de Alta Fidelidade
(Invitrogen), 0,2 pL cada (10 mM) de iniciadores diretos e reversos especificos
para sorotipos DENV: D1, TS1, TS2, TS3 e TS4, para DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4 respectivamente (Tabelal) (48,53), e 9 yL de agua sem
nuclease . As condi¢cbes de ciclagem com termocicladores MJ Research PTC-
200 Peltier da Bio-Rad consistiram em amplificacdo que foram realizadas da
seguinte forma: 94°c por 2 min, 30 ciclos térmicos de 94°C por 35s, 56°C por
45s, 72°C por 2min, seguindo por uma extensao final de 72°c por 7min. Os
amplicons foram visualizados em gel de agarose 5% submetidos a eletroforese
a 70 Volts por 90 min em tampao TAE 1%, utilizando a escada de 100 bp
((Ludwig — Biotecnologia), visualizados por meio de transiluminador de luz

ultravioleta.

Tabela 1. Relacdo de oligonucleotideos utilizados para amplificacdo e

tipagem do virus dengue

Oligonucleotideos Sequéncia (5" - 3) Posicdo Gendmica (nt) | Tamanho do Fragmento (pb)
DI 5'-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3' 134-161 511
D2 5'-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3' 616-644 511
51 5-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3' 568-586 482
TS2 5'-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3' 232-252 119
TS3 5'-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3' 400-421 290
TS4 5'-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3' 506-527 392

Fonte: LANCIOTTI et al., 1992.
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3.1.1.1 Sequenciamento

Sequenciamento do gene da proteina E — DENV

A proteina E é o principal componente da superficie viral. Como a
regido do gene da proteina E apresenta grande variabilidade nucleotidica, as

analises filogenéticas foram realizadas com base nas sequéncias deste gene.

Para amplificacdo e sequenciamento da proteina E de DENV-1,
“primers” (iniciadores) especificos foram desenhados. Para a sele¢cdo dos
primers, utilizamos sequéncias completas em formato FASTA adquirida no site
(National Center for Biotechnology Information - NCBI)
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank.), para todas as sequéncias disponiveis
deste sorotipo, foram alinhadas e editamos utilizando o programa ALIVIEW
(54). AS sequéncias utilizadas disponiveis no site do NCBI até Agosto de 2021,
nameros de acesso: FJ384655, AB519681, GU131863, FJ850081, FJ850070,
FJ850087, FJ850084, FJ850075, FJ850093, FJ850077, FJ850071, FJ850073,
FJ850090, JX669464, JX669464 JX669461, JX669469, JX669475, JX669472,
JX669474, IX669467, IX669471, IX669470, IX669468, JX669473, JX669466,
JX669465, JX669462, KP188543, KP188542, KP188541, KP188540,
KP188539, KP188548, KP188547, KP188546 , KP188545, KP188544,
KP188568, KP188567, MW208044, MW208043, MW208056. Os critérios
utilizados para a sintese dos “primers” especificos para amplificacdo parcial do

genoma do virus DENV, estdo descritos na tabela 2.
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Tabela 2. Oligonucleotideos especificos usados para amplificacdo

parcial do genoma do virus DENV.

Proteina E
Primer Posicao pb Temperatura
1 1-697 696 54-58
2 409 -1115 706 57-59
3 680 - 1401 721 58-60
4 1118 - 1806 688 59-60

Fonte: préprio autor

Os primers foram sintetizados por empresa terceirizada (Exxtend:
solucdo em oligos e padronizados para o uso no laboratério LEMB com
concentracdes de 10pmol/uL diluidos conforme instrugcdes do fabricante.

As sequéncias do gene da proteina E de alguns pacientes com sorotipo

identificado ( tabela 3), foram submetidas a sequenciamento nucleotideos.

Tabela 3. Pacientes identificados para o sorotipo de DENV 1.

PCR Amostras CT
A BA2 24,0
B BA9 25,5
C BA33 26,3
D BA38 27,8
E BA42 24,8
Controle - -

Fonte: préprio autor

Estes genes foram amplificados por RT-PCR utilizando o par de
primers para cada amostras de DENV-1 (tabel 4). A reacéo foi realizada num
volume de 20 pL mais 2 pL de cDNA, contendo: 0,5 pL de dNTP; 0,5 pL de
diversas combinacgbes dos “primers forward” (F) e “reverse” (R) (tabela 3); 0,1

de pL de PlatinumTag DNA Polimerase de Alta Fidelidade (Invitrogen)
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complementada com a adi¢ao de 2,5 pL de Tampéao de PCR 10X (atingindo
uma concentracao final de 1,13 x por reacao) e 14,9 uL de dgua sem nuclease.
A amplificacdo foi realizada em termocicladores MJ Research PTC-200 Peltier
da Bio-Rad, como segue: 94°C por 2 minutos, 40 ciclos a 94°C, por 15
segundos e 56°C, por 3 minutos, 68°C, por 1 minuto e 20 segundos, seguida
de uma extensédo final a 68°C por 10 minutos. Os produtos de amplificacéo
foram visualizados em géis de agarose 5% e submetidos a eletroforese a 70
Volts por 90 min em tampé&o TAE 1%, utilizando a escada de 100 bp ((Ludwig —

Biotecnologia), visualizados por meio de transiluminador de luz ultravioleta.

Tabela 4. Iniciadores (“primers”) desenhados e utilizados para a

PCR e sequenciamento de genoma dos virus DENV-1.

Primer sequéncias (5'- 3')
EF-1 TCTAGAAACAAGAACYGAAAC
ER-1 GCTTGAGGTGTTATGGTTGC
EF-2 AAGATGTCCAACACAAGGAG
ER-2 GCTTAAATGAGCCTGTGCAC
EF-3 ACCATAACACCTCAAGCTCC
ER-3 TCGAACATTTTCCCTATGCTGC
EF-4 GAGAAGGAAGTGGCTGAGAC
ER-4 GACAGTCTTTTTGGGGAGTCAG

Fonte : préprio autor

Os “ forward primers” estao indicados com a letra “F” junto com a letra
E (envelope), e os “reverse primers” indicados com a letra “R”. Os numeros
indicam a quantidade de iniciadores utilizados no sequenciamento (4

“primers”).
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Sequenciamento do gene daregiao E1 — CHIKV

Em nosso laboratério (LEMB), j& possuimos 0s primers necessarios
para a amplificacdo e sequenciamento do gene da regido E1 — CHIKV.

As sequéncias do gene da regido E1 - CHIKV de alguns pacientes
identificados foram submetidas a sequenciamento nucleotideo, apés o rRNA do
hospedeiro ser removido das amostras de RNA total extraidas positivas, como

descrito anteriormente

Os genes foram amplificados por RT-PCR utilizando o par de “primers
forward” (F) 10826 e “reverse” (R) 12006 (55) para cada amostras de CHKIV.
Os “primers” em estoque que apresentavam uma concentracao de 100pmol/uL,

foram diluidos a uma concentragcdo de 10 pmol/ pL.

O volume total da reacdo € de 20 pL somando a 2 pL de cDNA,
contendo 1 pL de dNTP; 1 pyL do “forward primer” (F) e 1 pL de “reverse
primer” (R) ; 0,3 de pL de PlatinumTaq DNA Polimerase de Alta Fidelidade
(Invitrogen) se juntamente com 2,5 UL de Tampéao de PCR 10X (atingindo uma
concentracdo final de 1,13 x por reacdo) e 15,2 de agua sem nuclease. A
amplificacéo foi realizada em termocicladores MJ Research PTC-200 Peltier da
Bio-Rad, como segue: 94 °C em 2 minutos, 40 ciclos a 94°C, em 15 segundos,
56°C em 30 segundos, 68°C em 3 minutos seguida de uma extenséao final a
68°C por 10 minutos. Os produtos de amplificacdo foram visualizados em gel
de agarose 1% submetidos a eletroforese a 60 Volts por 60 min em tampao
TAE 1%, utilizando a escada de 1Kb ((Ludwig — Biotecnologia), visualizados

por meio de transiluminador de luz ultravioleta.

Andlise das Sequéncias e Filogenia

Os produtos de amplificacdo foram analisados por alunos
pesquisadores e colaboradores da Universidade Federal do Oeste da Bahia,

com a orientacao do Professor Doutor Jaime Henrique Amorim.
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Foram enviados primers de DENV -1 em concentracdes 100uM, os
primers e as amostras de RT-PCR foram liofilizados e posteriormente diluidos

para realizacéo do sequenciamento.

Segundo os pesquisadores da Bahia, os amplicons de PCR foram
ajustados para uma concentracdo de 5-10 ng/uL para cada amostra. As
reacdes de preparacao final foram realizadas com NEBNext® Ultra™ [l End
Repair/dA-Tailing Module (NEB, EUA) e codificadas usando o kit ONT Native
Barcoding Expansion (EXP-NBD104) (Oxford Nanopore Technologies, Reino
Unido), de acordo com os protocolos dos fabricantes. As amostras foram entao
combinadas e purificadas usando AMPure XP Beads (Beckman Coulter, EUA)
e carregadas em Oxford Nanopore MinlON SpotON Flow Cells R9.4.1 (Oxford
Nanopore Technologies, Reino Unido). A chamada de bases de alta preciséo
foi realizada usando a ferramenta Oxford Nanopore Guppy (Oxford Nanopore

Technologies, Reino Unido).

Montagem dos genomas dos isolados de DENV, foram realizadas no
nosso laboratério (LEMB), as sequéncias de adaptadores e as de baixa
gualidade foram removidas com o programa Qcat.(56). Para garantir uma alta
gualidade das sequéncias gendmicas dos isolados, foi utilizado o programa de
controle de qualidade Fastgc (57), que foram mapeadas no genoma com 0O
programa Minimap2 (58,59), Para montagem de consenso e cobertura foi

utilizado o programa Ugene (60).

Para realizar as analises filogenéticas, foi criada uma base de dados
contendo sequéncias do gene da proteina E de DENV-1, correspondentes a
isolados de diferentes paises e estados do Brasil, as quais foram copiadas em
formato FASTA no site ( National Center for Biotechnology Information - NCBI)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) que possui a base de dados de

sequéncias, o GenBank. As sequéncias idénticas, mutantes, clones e vetores
foram excluidos utilizando os programas a MAFTT (61,62), ALIVIEW (54).

O banco de dados contém as seguintes informacdes: cédigo de
acesso ao GenBank, pais e ano de isolamento e sorotipo. Para cada cepa

isolada neste trabalho, foi criado um cdédigo contendo o Estado brasileiro no


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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qgual as amostras foram adquiridas (BA), sequéncia da amostra apresentadas
em nuameros (1,2,3,4,5) e ano de isolamento (2021).

Para construir a arvore filogenética foram utilizados os o programas 1Q-
TREE (63,64) e Fig-Tree (65) nas sequéncias de nucleotideos codificantes e

livres de recombinantes.

O suporte para as topologias inferidas durante as analises filogenéticas
foi obtido pelo método de bootstrap utilizando 1000 réplicas, reconstruidos com
maxima verossimilhanca (do inglés, Maximum Likelihood - ML).
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4. RESULTADOS

Do total de 100 amostras que compde a populacdo neste estudo, 10%
foram encaminhadas no més de Marc¢o, 16% no més de Maio e 74% més de
junho do ano de 2021. Em referéncia ao periodo sintomético, 42,2% das
amostras foram coletadas quando o paciente apresentava um dia de sintomas,
22% com dois dias de sintomas, 16 % com trés dias de sintomas, 7% com
qguatro dias de sintomas, 12% com cinco dias de sintomas e 1% néo foi

informado a data da realizag&o da coleta.

Os resultados moleculares, indicaram um indice de positividade de
39% (39/100) para Flavivirus, e 45% (45/100) para Alphavirus.

Figura 3. Diagnostico molecular
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Flavivirus 39% e Aphavirus 45%. Fonte: préprio autor

Considerando a investigacao individualizada para o género Flavivirus,
foi observado 32% (32/100) de positividade para DENV, para ZIKV 07% (7/100)
e YFV 0,0% (0/100). O género Alphavirus apresentou 0% para MAYV (0/100) e
45% (45/100) para CHIKV, sendo observando casos de co-infeccdo entre
DENV, CHIKV e ZIKV.
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Figura 4. Diagnostico molecular
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Figura 5. indices de positividade (CTvalue) para DENV, CHIKV e
ZIKV.
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proprio autor
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Na investigacéo dos 4 sorotipos (DENV 1-4), foi observado positividade
para DEN-1 com 18% (18/100) no total de amostras e 56,25 % (18/32) no total
de amostras positivas para DENV (Figuras 5 e 6).

Figura 6. Eletroforese dos amplicons da sorotipagem - DENV

DENV-1
DENV-2

Eletroforese dos amplicons das amostras positivas para DENV-1. DENV-2 o controle. Amostras
enviadas 31-03 e 20-05 de 2021. Fonte: proprio autor

Figura 7. Eletroforese dos amplicons da sorotipagem - DENV

DENV
DENV

Eletroforese dos da sorotipagem das amostras positivas para DENV-1. DENV-2 o controle.
Amostras enviadas em 30-06- 2021
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4.1 Sequenciamento do gene da proteina E — DENV

Os isolados dos estado ada Bahia 1, 2, 3 e 5, das cidades de Barreira e
Luis Eduardo Magalhdes, encontram estreitamente relacionados a outras
cepas isoladas no Distrito Federal (DF) e Sdo Paulo (SP) 2019 e, também a
amostra do isolado Bahia 4, esta relacionado a cepas isoladas no Estado de
Alagoas (AL) 2019 e Amapa 2015 (AP).

Figura 8.Analise filogenética do DENV-I, com base na sequéncia

do gene da proteina E.
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A &rvore filogenética foi construida pelo método de maxima verossimilhangca com bootstrap de
1000 replicagdes. Os cinco isolados de DENV-1, geradas no estudo, foram alinhados com 29
sequéncias de referéncia globais. A identificacdo das amostras de DENV-1 no presente estudo

segue a seguinte rotulacdo: namero de identificacdo/pais/ano de isolamento/ gendtipo. Os

isolados Bahia 1, Bahia 2, Bahia 3 e Bahia 4 e Bahia 5 (destacados em vermelho).
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4.1.1 Sequenciamento do gene daregido E1 — CHIKV

Os valores de bootstrap indicam associacdo filogenética com os

isolados do sudeste Brasileiro, sendo agrupados com os isolados do Rio de

Janeiro. Infere-se assim que tais isolados pertencam a linhagem ECSA, os

isolados da Bahia (2020 — 2021) formam um grupo monofilético com elevado

valor de suporte, indicando que eles possuam a mesma origem evolutiva e a

posicao apical dos nossos isolado sugerem migracdo do Sudeste para a Bahia.

As sequéncias brasileiras pertencentes ao genétipo ECSA estdo agrupadas

com as sequéncias caracterizadas no presente estudo de Bahia (2020- 2021).

Figura-9: Anélise filogenética do CHIKV, com base nas sequéncias

parciais da regido E1-3’'NTR.
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A arvore filogenética foi construida pelo método de méxima verossimilhanca com bootstrap de

1000 repeti¢des. O conjunto de dados consiste em 32 sequéncias de CHIKV com genotipos da

Africa ocidental (n= 06) destacadas em amarelo, gendtipos asiaticos (n=06) destacados em

vermelho, gendtipos ECSA (n=11) destacadas na cor verde, e as sequéncias geradas neste

estudo (n=9) destacadas na cor azul. Todas as sequéncias utilizadas estdo identificadas

(rotuladas) no formato: nimero de acesso/ pais/ ano do isolamento.
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5. DISCUSSAO

Através do diagnéstico molecular, pudemos estudar a origem e de
isolados do sorotipo DENV-1 e de CHIKV amostrados na Bahia. Os resultados
corroboram com os dados do Boletim Epidemiolégico (Semana Epidemiolédgica
25 e Semana Epidemiologica 30 — 2021)(14,66), para o mesmo periodo
amostral. Crucialmente as amostras processadas neste periodo, inicialmente
diagnosticadas para DENV, apresentaram positividade para Flavivirus e
Alphavirus, revelando casos de co-infeccdo entre DENV, ZIKV e CHIK. (Figuras
2,3,4). Esta informacdo é muito relevante uma vez que ndo é bem entendida as

implicacbes destas associacdes no contexto de transmisséo e patogénese.

Os padrdes filogenéticos, obtidos através do sequenciamento do gene
da proteina E do DENV, sugere que o DENV-1 introduzido no ano de 2021 nos
municipios de Barreiras e Luis Eduardo Magalhdes - Bahia, indica, a
possibilidade de co-circulacao de duas linhagens distintas com suporte de 62%
e 87% por bootstrap e com isolados do Distrito Federal/ ou Sdo Paulo e
Amapé/ ou Alagoas /ou Roraima, agregando-se ao genotipo V. A associacao
dos isolados da Bahia com estas outras localidades sugere movimentacao do
virus entre a Bahia e estas localidades. A arvore filogenética foi construida
incluindo os isolados DENV-1 neste estudo e outros isolados a nivel mundial
(Figura 7).

A incidéncia de dengue é uma consequéncia da persisténcia do vetor
em areas urbanas, possivelmente resultado de uma baixa eficacia dos métodos
de controle (18). As administracfes estaduais e municipais de Saude Publica
no Brasil podem estar subnotificando o numero casos de infecces
arboviroses. Possivelmente a demora no diagnostico e notificacdo viral,
combinadas com a proximidade das cidades, contribui para 0 aumento das
infecgcbes ao longo do ano, impedindo um melhor entendimento do fluxo
continuo de pessoas infectadas e mosquitos, intensificando o desafio no

combate aos surtos DENV (4).

Por sua vez, o padrdo de adjacéncia da arvore inferida na analise

filogenética desenvolvida com o sequenciamento do gene da regido E1 do
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CHIKV nas amostras isoladas da Bahia indicaram uma associa¢cdo com outras
amostras brasileiras suportada 100% das vezes em replicagdes de bootstrap e
sugere uma relagdo proxima a um isolado do Rio de Janeiro
(MT933046_BRRJ), e com isolados do Rio Grande do Norte e Mato Grosso.
Dado que todas as amostras usadas na comparagdo sao mais antigas que as
qgue coletamos na Bahia, pode-se sugerir que 0s virus isolados na Bahia em
2021, pertencem a um grupo monofilético (com 81% de suporte) que
provavelmente migrou destas localidades. Ademais, conclui-se que as
amostras isoladas neste trabalho, comparadas com outros isolados a nivel
mundial, pertencem ao grupo monofilético (suportado 100% das vezes por
boostrap) associado ao genotipo ECSA (Figura 8). Todavia, devido ao nimero
amostral, ndo é possivel afirmar que nao existam outras linhagens de CHIKV
circulando na regido da Bahia, pois ndo detectamos nas amostras
pesquisadas, embora foi previsto que o0s genotipos asiaticos e ECSA
acabariam se espalhando por todo o pais (67,68). Argumenta-se que a
importacdo da linhagem ECSA tenha ocorrido de forma randdémica por

viajantes que tenham circulado entre os estados da Bahia e Sergipe.

6. CONCLUSOES

Os estudos de diferentes aspectos das doencas e principalmente dos
virus sdo de grande importancia para aperfeicoar os conhecimentos sobre a
enfermidade. Em razdo da situacdo epidemiologica apresentada e diante do
guadro de co-circulacdo de arbovirus (CHIKV e DENV) no Nordeste durante o
periodo analisado, o estudo das epidemias ocorridas nesta regido representa
grande importancia para o entendimento da dispersdo do DENV e CHIKV pelo

Brasil.

A utilizacdo e combinacdo dos métodos sorologicos, realizados na
Faculdade Sulamérica — Centro Luis Eduardo Magalhdes — Bahia e
moleculares, realizados no LEMB, foram imprescindiveis para o diagnéstico
diferencial das arboviroses, principalmente nas investigacdes dos casos de co-

infecgbes e movimentacgao de linhagens.
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O desenvolvimento de estudos mais abrangentes, incluindo o
sequenciamento completo de genomas virais, S840 necessarios para a

investigacéo da evolucéo, migracéo, infectividade e patogenicidade viral.
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