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Resumo

Sindrome gripal (SG) é caracterizada por uma infeccdo respiratoria
aguda que frequentemente pode estar associada a presenca de virus
respiratorios, principalmente, coronavirus, adenovirus, rinovirus e virus
sincicial respiratorio. Em 2019, emergiu em Wuhan um novo coronavirus
denominado coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-
CoV-2). Com o nome oficial de covid-19, a infeccdo pelo SARS-CoV-2
rapidamente alcancou escala global se tornando uma pandemia e
representando uma ameaca a saude publica. Considerando que os sintomas
das infeccdes por virus respiratérios sdo muito semelhantes, este estudo tem
por objetivo realizar a vigilancia molecular e metagendmica de SARS-CoV-2
e outros virus respiratorios, em amostras de pacientes atendidos na Unidade
Basica de Saude da Cidade Estrutural (DF). No periodo de marco/2021 a
marc¢o/2022, foram analisadas 2.695 amostras, sendo 832 (31%) casos
positivos e 1.863 (69%) casos negativos para SARS-CoV-2. A metagendmica
realizada em 320 amostras negativas para SARS-CoV-2, possibilitou a
identificacdo de adenovirus, rinovirus, coronavirus 229E, coronavirus NL63 e
surpreendentemente, virus Chikungunya. A genotipagem das amostras
positivas para SARS-CoV-2, através de RT-gPCR, possibilitou a identificacao
das principais variantes associadas aos picos de casos na Cidade Estrutural,
além disso, através do sequenciamento de 76 amostras foi possivel constatar
100% de concordancia entre as técnicas. A vigilancia de sindrome gripal
possibilita identificar os principais virus respiratorios em circulacdo, o que é
fundamental para auxiliar no planejamento e adequacdo de medidas de

prevencao e controle de infeccdes.

Palavras-chave: vigilancia molecular; virus respiratorios; metagendémica;
SARS-CoV-2.
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Abstract

Flu syndrome (FS) refers to an acute respiratory infection caused by the
presence of respiratory viruses, including coronaviruses, adenoviruses,
rhinoviruses, and respiratory syncytial viruses. At the end of 2019, a novel
coronavirus emerged in Wuhan, known as SARS-CoV-2. Named covid-19,
SARS-CoV-2 infection quickly spread globally, causing a pandemic and
threatening public health. This study aimed to monitor SARS-CoV-2 and other
respiratory viruses in samples from patients at the Cidade Estrutural Basic
Health Unit (DF) by conducting molecular and metagenomic surveillance.
Between March 2021 and March 2022, 2,695 samples were analyzed, with
832 (31%) testing positive for SARS-CoV-2 and 1,863 (69%) testing negative.
Metagenomics of 320 negative samples revealed the presence of
adenoviruses, rhinoviruses, coronavirus 229E, coronavirus NL63, and the
Chikungunya virus. RT-gPCR genotyping of positive SARS-CoV-2 samples
identified the main variants associated with peaks in the Cidade Estrutural, and
sequencing confirmed the results. Monitoring flu syndrome is crucial for
identifying the predominant respiratory viruses and implementing effective

measures for preventing and controlling infections.

Key words: molecular surveillance; respiratory viruses; metagenomics;
SARS-CoV-2.
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1. Introducéao

1.2 Sindrome gripal

Sindrome gripal (SG) € o termo utilizado para descrever um conjunto
de sintomas que se assemelham aos da gripe, mas que ainda ndo possuem
um agente causal estabelecido. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a sindrome gripal é caracterizada por infec¢cao respiratdria aguda com
febre igual ou superior a 38 °C e tosse ou dor de garganta, com inicio de
sintomas nos ultimos 7 dias. A SG é classificada como infec¢éo respiratoria
aguda grave quando ocorre a necessidade de hospitalizacdo do paciente
(FITZNER et al., 2018).

No Brasil, o Ministério da Saude (MS) classifica como SG o quadro
clinico febril de inicio subito, mesmo que referido, acompanhado de tosse ou
dor de garganta com pelo menos cefaleia, mialgia ou artralgia, e na auséncia
de outro diagndstico especifico. A sindrome respiratdria aguda grave (SRAG)
inclui ainda dispneia ou insuficiéncia respiratéria aguda (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

Estima-se que as infec¢Bes agudas respiratorias estejam associadas a
mortalidade de 4,25 milhdes de pessoas em todo o mundo (GRANDE AJ,
KEOGH J, SILVA V, 2020).

As infeccOes, virais em especial, pandémicas e epidémicas
representam uma séria ameaca a saude global. Epidemias relevantes
aconteceram nos anos de 2002 e 2012, causadas por dois coronavirus
responsaveis pela sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV) e a
sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) em humanos. Ambos
coronavirus de origem zoonotica e altamente patogénicos foram agentes do
surgimento de doencas respiratérias fatais e se tornaram uma questao para a
saude publica (CUI; LI; SHI, 2019).

As principais pandemias incluem a de 2009 causada pelo virus
Influenza A (H1IN1pdmO09) e a covid-19 (do inglés — CoronaVirus Disease 2019

— doenca por coronavirus do ano 2019) que tem como agente causal 0 SARS-
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CoV-2. Além desses, outros virus podem estar associados a surtos e
epidemias como o virus sincicial respiratorio (VSR), adenovirus humanos
(HAdVSs) e rinovirus humanos (HRVs) (JEFFERSON T, 2020).

Alguns estudos apontam possivel influéncia de determinantes sazonais
nas epidemias por virus respiratorios, como mudancas de temperatura,
umidade, luz solar e fatores do hospedeiro como comportamento e imunidade.
Fatores ambientais podem interferir na suscetibilidade do hospedeiro em
virtude da modulacédo dos mecanismos de defesa das vias aéreas, o0 que afeta
a viabilidade e transmissao dos virus (MORIYAMA, MIYU; HUGENTOBLER,
WALTER J; IWASAKI, 2020).

1.3 COVID-19

Coronavirus compreende um grupo diverso de virus responsaveis por
infeccbes respiratdrias e intestinais em humanos e animais, com gravidade
variada (WOO et al., 2012).

No fim de 2019, um novo coronavirus denominado coronavirus
da sindrome respiratdria aguda grave 2 (SARS-CoV-2) emergiu na cidade de
Wuhan, na China, e causou um surto de pneumonia viral. Caracterizada por
alta transmissibilidade, a nova patologia foi nomeada oficialmente pela OMS
como covid-19 e rapidamente se espalhou por todo o mundo. A rapida
disseminacgao da covid-19 logo superou SARS-CoV e MERS-CoV tanto em
termo de numero de casos quanto em areas epidémicas afetadas. A covid-19
se tornou uma pandemia e uma ameaca global para a saude publica. Apés
um periodo de pouco mais de trés anos, no dia 05 de maio de 2023, a OMS
anunciou o fim da covid-19 como uma emergéncia de saude publica global. O
impacto da pandemia ainda vem sendo explorado por diversos autores em
diferentes areas (DENG et al., 2020)(HUI et al., 2020)(LUO et al., 2023).

O SARS-CoV-2 possui caracteristicas tipicas da familia coronavirus.
Pertence ao género Betacoronavirus e apresenta 79% da sequéncia
gendmica idéntica ao SARS-CoV e 50% ao MERS-CoV (HU et al., 2020). E

caracterizado por altas taxas de mutagéo e recombinacdes, o que resulta em
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grande diversidade genética. As espécies de coronavirus 229E, OC43, NL63
e HKU1 sao responsaveis, anualmente, por 10-30% das infecces de trato
superior e estdo associadas a doencas respiratorias leves. Em contrapartida,
0 SARS-CoV-2 é capaz de causar doenca respiratoria grave e potencialmente
fatal (YANG; RAO, 2021). A disseminacdo da covid-19 ocorre através de
contaminacgao por goticulas respiratorias, seja por tosse ou espirro ou atraves
do contato com superficies (GURUPRASAD, 2021).

No que concerne a filogenia e taxonomia, o0 SARS-CoV-2 foi
classificado pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) como
um virus da espécie Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus
(SARSr-CoV), pertencente ao g@género Betacoronavirus, subfamilia
Coronavirinae, familia Coronaviridae, ordem Nidovirales, reino Riboviria
(GORBALENYA et al., 2020).

O genoma do SARS-CoV-2 apresenta RNA fita simples sentido positivo
e tamanho de aproximadamente 30 kb. Sao encontrados 14 quadros abertos
de leitura (Open read frames - ORF’s) que codificam as proteinas virais
(GORDON et al., 2020). Na extremidade 5 do genoma ocorre sobreposi¢cao
de duas ORF’'s (ORF1a e ORF1b), sendo que essas poliproteinas e os
peptideos codificados, denominadas ppla e pplab, sdo clivados em 16
proteinas ndo estruturais (nspl-nspl6) que estdo envolvidas na transcricao e
replicacdo do virus (Fig.1) (DUBEY et al., 2021).

Na extremidade 3’ do genoma, existem os genes que codificam outros
4 grupos de proteinas estruturais: proteinas do envelope (E), proteinas do
nucleocapsideo (N), proteinas da membrana (M) e proteinas spike (S). Ainda
na extremidade 3’, existem ORF’s que codificam as proteinas acessorias (Fig.
la) (DUBEY et al., 2021).

A proteina S é dividida em duas subunidades: S1 e S2. A subunidade
S1 consiste em um dominio N-terminal (NTD) e um dominio de ligagdo ao
receptor (RBD), responsavel por reconhecer e interagir com o receptor da
enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) da célula hospedeira. A
subunidade S2 auxilia na fusao do envelope do virus com as membranas das

células hospedeiras (CHI et al., 2020).
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A entrada do virus na célula é mediada pela clivagem da proteina S no
sitio S1/S2 pela furina - uma protease transmembrana ubiqua em todos os
tipos celulares - e pela serina protease transmembrana tipo Il (TMPRSS2) no
sitio S2. O do sitio de clivagem S1/S2 é considerado elemento chave para
propagacdo, infectividade e transmissibilidade do SARS-CoV-2
(Fig.1c)(DUBEY et al., 2021).

A proteina N se liga ao RNA viral formando o nucleocapsideo e
desempenha um papel fundamental no empacotamento do genoma e na
replicacdo do virus. A proteina M é responsavel pela montagem das particulas
virais. Por fim, a proteina E é considerada multifuncional e est4 associada a
patogénese, montagem e formacdo do envelope de novas particulas virais
(YADAV et al., 2021).

3a 6 7b 9 14
} ORFla ] l ORF1b l l s ]I.Il E" MI uuuu N
5'UTR i 3'UTR
3b 7a 8
b ORFla
A
[ |
FEEEDe Proteinase Proteina principal  Participam do complexo Metilagio de Helicase e atividade g
processamento & 5 i 5 2 o Endoribonuclease
do RNA tipo papaina (clivagem) de replicagdo-transcri¢do mRNASs virais RNA TPase
[nsPl [ nsP2 [ nsP3 [ nsP4 [ nsP5 [ nsP6 [nsP7 [ nsP8 [ nsP9 [ nsP10 ["flp [nsPlZ [nsP13 [nsP14 [nsP15 [nsPlS
Modula via de sinalizagdo de Modifica membrana Indugdo de Proteina de RNA polimerase Eroribonticleace Metiltransferase
sobrevivéncia da cél. hosp. do RE (replicagdo) autofagossomas ligagdo ao sSRNA dependente de RNA (RdRp) de 2’O-ribose
L )
1
ORF1b
c S1 S2’ site
; L (TMPRSS2)
113 305 319 541 681/688 811 818 1273

Furin cleavage site
(RRAR)

Figura 01. Genoma viral e dominios funcionais do SARS CoV-2. a. Esquema da
estrutura gendémica. O genoma é composto por 14 ORFs, responsaveis pela producao de
proteinas estruturais e nao estruturais (nsPs). b. A regido n-terminal é traduzida gerando as
poliproteinas ppla e pplab, precursoras das nsp’s. c. Representagdo esquematica dos
dominios da proteina S. A subunidade S1 compreende o dominio n-terminal (NTD) e dominio
de ligacdo ao receptor (RBD) (Adaptada de DUBEY et al., 2021).
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O surgimento de novas variantes virais é considerado um evento
esperado, uma vez que 0s virus, em especial virus de RNA, sdo submetidos
a uma pressao evolutiva, o que faz com que o acumulo de mutacdes seja um
subproduto natural da replicacdo viral (LIPPI; MATTIUZZI; HENRY, 2022).
Comparados com outros virus de RNA, os coronavirus acumulam mutagfes
a uma taxa consideravelmente menor, gracas a atividade de exonuclease
exercida pela nspl4. Tais mutacOes nao sdo distribuidas de forma uniforme
pelo genoma, estando desproporcionalmente localizadas no gene S
(GERDOL; DISHNICA; GIORGETTI, 2022)(GERDOL; DISHNICA;
GIORGETTI, 2022).

Segunda a OMS, uma variante € considerada de interesse (VOI) se,
em comparacdo com a variante original, seu genoma contiver mutacdes que
mudem o fendtipo do virus e se tiver sido identificada como causadora de
transmissdo comunitaria ou de mudltiplos casos ou, ainda, se tiver sido
detectada em varios paises. JA uma linhagem viral € considerada como
variante de preocupacdo (VOC) quando apresentar caracteristicas como
aumento da transmissibilidade, aumento da viruléncia ou mudanga na
apresentacdo clinica da doenca, diminuicdo da eficacia das medidas de
restricbes sociais, das vacinas e das terapias disponiveis para controle da
infeccdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022).

Desde o inicio da pandemia, multiplas variantes de preocupac¢éo, como
Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351); Gama (P.1), Delta (B.1.617.2) e Omicron
(B.1.1.529), emergiram associadas a maior transmissibilidade e ao aumento
da viruléncia (ALEEM; AKBAR SAMAD; SLENKER, 2021).

Na tabela 1 encontram-se as variantes de SARS-CoV-2 mais

relevantes que surgiram, juntamente com suas principais caracteristicas.
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Tabela 1. Principais caracteristicas das variantes SARS-CoV-2 que surgiram até o
momento (Adaptado de LIPPI; MATTIUZZI; HENRY, 2022).

Variante Denominagcédo  Local Data Mutacbes na proteina Spike
B.11.7 Alpha (a) Reino Dez, 2020 AB9-70, AY144, N501Y, A570D,
Unido P681H, T716l, S982A, D1118H
B.1.351 Beta (B) Africa do Dez, 2020 L18F, D80A, D215G, R246l, K417N,
sul E484K, N501Y, D614G, A701V
B.1.1.128 Gamma (y) Brasil Jan, 2021 L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S,
(P1) K417T, EA484K, N501Y, H655Y,
T1027
B.1.617.2 Delta (d) india Maio,2021 T19R, G142D, AE156, AF157,
R158G, L452R, T478K, D614G,
P681R, D950N
B.1.427/9 Epsilon (g) Estados Marco, 2021 S131, W152C, L452R
Unidos
B.1.1.128 Zeta (Q) Brasil Margo, 2021 E484K, D614G, V1176F
(P.2)
B.1.525 Eta (n) Nigeria Margo, 2021  Q52R, A67V, A69-70, A144, E484K,
D614G, D677H, F888L
B.1.526 lota (1) Nova Nov, 2020 L5F, T95l, D253G, E484K, D614G,
lorque A701V
P3 Theta (6) Filipinas Abril, 2021  A141-143, E484K, N501Y, D614G,
P681H
B.1.617.1 Kappa (k) india Abril, 2021 E154K, L452R, E484Q, D614G,
P681R, Q1071H
Cc.47 Lamba (A) Peru Dez, 2020 G75V, T76l, A246-252, L452Q,
F490S, D614G, T859N
B.1.621 Mu (u) Columbia Jan, 2021 T95I, Y144S, Y145N, R346K, E484K,
N501Y, D614G, P681H, D950N
B.1.1.529 Omicron (o) Africa do Nov, 2021 AB7V, NA69-70, T95I, A142-144,
Sul Y145D, A211, L212l, ins214EPE,

G339D,
K417N,
T478K,
Q498R,
D614G, H655Y,
N764K, D796Y,
N969K, L981F

S371L,
N440K,
E484A,
N501Y,

S373P,
G446S,
Q493R,
Y505H,
N679K,
N856K,

S375F
S477N,
G496S,
T547K,
P681H,
Q954H,
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Embora para algumas dessas variantes as caracteristicas clinicas e
biologicas ainda ndo estejam completamente elucidadas, € valido ressaltar
que para a grande maioria houve um aumento do potencial infectivo e de
escape imunolégico, mas ndo da patogenicidade. Isso mostra que as
variantes de SARS-CoV-2 estdo gradualmente se adaptando ao hospedeiro
humano, buscando uma forma de equilibrar sua evolucao e seus mecanismos
de evaséo e infectividade, sem necessariamente aumentar a patogenicidade
e danos teciduais ao hospedeiro (LIPPI; MATTIUZZI; HENRY, 2022).

1.4 Virus sincicial respiratorio

O virus sincicial respiratorio humano (VSR) foi descoberto ha mais de
60 anos (NAM; ISON, 2019). E considerado um dos principais agentes
causadores de infeccdes do trato respiratério em adultos e criancas, tendo um
potencial desfecho clinico negativo em criancas menores de dois anos, idosos
e pacientes imunocomprometidos. E a principal causa de internacdo por
doencas respiratérias em menores de 5 anos, comumente durante o primeiro
ano de vida e em quase todos os casos em menores de 2 anos (FREITAS;
DONALISIO, 2016).

As manifestacdes clinicas sdo de amplo espectro podendo variar desde
uma infeccdo leve do trato respiratério superior, até infeccbes de trato
respiratério inferior, como bronquiolite e pneumonia viral (PERK; OZDIL,
2018).

Em climas temperados, o VSR exibe um padréo de incidéncia sazonal,
aparecendo principalmente durante o inverno. No hemisfério Sul, entre marco
e junho e no hemisfério norte, entre setembro e dezembro. Como o Brasil é
um pais com grande extensdo territorial, podem ser encontradas diferencas
na sazonalidade, segundo regido (OBANDO-PACHECO et al., 2018).

Globalmente, estima-se que o VSR seja responsavel por 33 milhdes de
casos de infec¢des de trato respiratorio inferior em criangas menores de 5

anos, resultando em aproximadamente 3,2 milhdes de internac¢des e 120 mil
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mortes. VSR é considerado um virus ubiquo, com distribui¢cdo relativamente
homogénea em todo o mundo (MEJIAS A et al 2020).

O VSR pertence ao género Orthopneumovirus e a, recém criada,
familia Pneumoviridiae. Sao divididos em dois grupos antigénicos, A e B, que
podem co-circular durante a mesma estacdo, mesmo que em propor¢oes
diferentes e apresentar divergéncias genéticas, de até 50%, que residem
dentro da proteina G (NAM; ISON, 2019).

VSR é um virus envelopado de RNA fita simples com polaridade
negativa. O genoma apresenta 10 genes que codificam 11 proteinas. Trés ndo
estruturais, denominadas NS1, NS2 e M2-2 e oito estruturais. Dentre as
proteinas estruturais, trés sdo de superficie transmembrana (SH, G e F) e
cinco sdo proteinas internas (N, P, M, M2-1 e L). As proteinas F e G séo
cruciais para a infectividade e patogénese do virus (MEJIAS A et al 2020).

A transmissdo ocorre através do contato direto com goticulas de
secrecdo nasofaringea emitidas por pessoas infectadas ou fémites. O virus
pode permanecer estavel por varias horas em superficies, sendo um agente
importante de infecgdo nosocomial (NAM; ISON, 2019).

O diagnéstico pode ser realizado através de sorologia, teste de
deteccdo de antigeno ou PCR. A sorologia (IgM e IgG) néo é considerada
clinicamente util em adultos. O RT-gPCR é considerado padrdo-ouro na
deteccdo de virus respiratérios devido a maior sensibilidade (84-100%)
(BRANCHE; FALSEY, 2015)(NAM; ISON, 2019).

1.5 Influenza A e B

Influenza é uma doenca respiratdria infecciosa causada pelo virus
Influenza. Embora caracterizada por epidemias sazonais anuais, também
ocorrem surtos pandémicos globais esporadicos e imprevisiveis envolvendo
cepas do virus influenza A (JAVANIAN et al., 2021).

A pandemia de gripe espanhola de 1918 é considerada a pandemia

mais fatal conhecida, com estimativa de mais de 50 milhdes de mortes.

23



Somente na India estima-se entre 10 e 20 milhdes de mortes. Outras
pandemias seguiram-se com menor mortalidade e morbidade nos anos de
1957 (gripe asiatica), 1968 (gripe de Hong Kong) e 2009 (gripe suina)
(JESTER; UYEKI; JERNIGAN, 2018). Apesar dos avanc¢os no diagndéstico,
desenvolvimento de vacinas e antivirais, a ameaga de uma nova pandemia
estd sempre presente a medida que novas cepas de Influenza A de origem
aviaria ou suina vao surgindo (DHARMAPALAN, 2020).

Os virus Influenza pertencem a familia Orthomyxoviridae, séo virus
envelopados e de RNA segmentado fita simples sentido negativo. Existem
quatro géneros descritos: Influenza A, B, C e D. O genoma dos virus da
Influenza A (FIUAV) e B (FIuBV) apresentam oito segmentos de RNA que
codificam as subunidades de RNA polimerase, as glicoproteinas virais
(hemaglutinina — HA; e neuroaminidase — NA), a nucleoproteina viral, as
proteinas de matriz (M1) e de membrana (M2) e as proteinas nao-estrutural
(NS1) e de exportacdo nuclear (NEP) (KRAMMER et al., 2018).

As proteinas HA e NA sdo as mais antigenicamente variaveis, e no caso
do FIUAV sao classificadas em diferentes subtipos. Essas proteinas estdo
localizadas na superficie viral e auxiliam na entrada e liberag&o do virus, além
de serem os principais alvos dos anticorpos induzidos pela vacinacédo. Cada
isolado é nomeado de acordo com seu tipo ou género, hospedeiro e local de
isolamento, nimero de isolados e ano de isolamento (KRAMMER et al., 2018).

A transmisséo ocorre de pessoa para pessoa através de espirros e/ou
tosse. As vias de transmissdo mais importantes sdo contato direto com
individuos infectados ou com objetos contaminados (JAVANIAN et al., 2021).

Os sintomas variam desde uma infeccao do trato respiratério superior
leve, caracterizada por febre, tosse, dor de garganta, coriza, cefaleia, dor
muscular e fadiga, até sintomas mais graves como pneumonia, podendo ser
letal em alguns casos (DHARMAPALAN, 2020).

O diagnostico é feito frequentemente de forma clinica e laboratorial. Os
métodos laboratoriais incluem principalmente o teste rapido e a reagdo em
cadeia de polimerase (PCR). Em situacao de epidemia, a maioria dos casos
é diagnosticada de forma clinica (JAVANIAN et al., 2021).
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A vacinagdo é uma das melhores medidas para prevenir a infec¢do. A
protecdo individual e populacional depende da cobertura vacinal e da cepa
circulante. Os virus da Influenza sdo capazes de evadir da resposta imune
mediada por anticorpos induzida pela vacina através do acumulo de mutacdes
nas proteinas HA e NA, em um processo conhecido por deriva antigénica.
Esse processo faz com que sejam feitas atualizacdes constantes nas cepas
gque compdem a vacina e reforca a importancia da vigilancia das cepas
circulantes (KRAMMER et al., 2018).

1.6 Cidade Estrutural

A Cidade Estrutural esté localizada, no Distrito Federal (DF), a cerca
de 20 km da regido central e administrativa de Brasilia, o Plano Piloto. A
cidade se desenvolveu em torno de um aterro sanitario que ficou conhecido
por “Lixao da Estrutural”. Os catadores que trabalhavam no aterro comegaram
a instalar suas moradias proximo ao local, e ao longo do tempo o nimero de
familias que residiam cresceu significativamente, atingindo cerca de 700
familias em 1994. Hoje, ha uma populacdo estimada em aproximadamente
40.000 habitantes (SANTOS et al., 2020)(CRUVINEL et al., 2020).

Atualmente a Cidade Estrutural possui o menor Iindice de
Desenvolvimento Humano (IDH) do Distrito Federal e no momento, existem
10 equipes de saude da familia e apenas um centro de atencéo béasica para
atendimento a salde da populacdo (CRUVINEL et al., 2019). O valor médio
da renda domiciliar por pessoa, em 2021, era de R$695,40 e cerca de 29,8%
concluiram o ensino médio completo (CODEPLAN, 2021).

A relacdo entre desigualdades sociais e doencgas infecciosas (como
tuberculose e influenza) ja é amplamente discutida na literatura e alguns
estudos ja evidenciam que pode haver relacdo entre variaveis
socioeconémicas, como o IDH, e maior nimero de casos, gravidade dos
sintomas e mortalidade por covid-19 (VIEZZER; BIONDI, 2021)(GALVAN et
al., 2020).
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1.7 Vigilancia genémica de SARS-CoV-2

O pilar de qualquer medida de prevencdo e controle € a vigilancia
epidemiologica. O termo vigilancia consiste na coleta sistematica, analise,
interpretacdo e divulgacdo de dados acerca de um evento relacionado a
saude, que possibilitem fundamentar decisbes e acbes de saude publica
(IBRAHIM, 2020).

Com a expanséao da epidemia de covid-19, as analises em tempo real
dos dados epidemioldgicos se mostraram indispensaveis para répida
conscientizacdo e intervencdo imediata. Essas analises sdo capazes de
lancar luz sobre aspectos como gravidade, transmissibilidade, periodo
infeccioso e de incubacdo (SUN; CHEN; VIBOUD, 2020).

A identificagdo de casos suspeitos ou confirmados é um elemento
chave da vigilancia epidemioldgica, uma vez que possibilita monitorar a
disseminacado da doenca a fim de identificar os padrbes de progresséo e a
aplicacao de medidas preventivas e de controle (WHO, 2020).

Apesar dos esforcos para melhorar a vigilancia, os paises em
desenvolvimento ainda tém dificuldade em identificar, diagnosticar e relatar
doencas infecciosas com precisao (PRIETO et al., 2017). Na América do Sul,
a vigilancia da gripe e de outros virus respiratérios carece de consisténcia e é
inespecifica, particularmente em &reas mais remotas. Nessas areas, muitas
vezes, a Vvigilancia é limitada pela escassez de equipe, recursos e
infraestrutura (PRIETO et al., 2017). Somado a isso, a emergéncia do SARS-
CoV-2 causou um grande impacto na vigilancia de outros virus respiratérios,
uma vez que muitas de suas manifestacdes clinicas sdo compartilhadas
(CHOTPITAYASUNONDH et al., 2021).

Dentro do escopo de vigilancia epidemioldgica encontra-se a vigilancia
gendmica que tem sido vital para deteccdo oportuna de mutacgdes,
monitoramento da evolucao do virus e avaliagdo do grau de semelhanca entre

as variantes circulantes e as cepas utilizadas nas vacinas (CHEN et al., 2021).
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Varios estudos tém utilizado dados genémicos para avaliar a evolugéo
e disseminacéo de variantes dominantes em paises ou regides especificas, o
gue permite um levantamento rapido de informacgdes e auxilia na tomada de
decisdo em relacdo a medidas de contencdo (CHEN et al., 2021). Nesse
contexto, o sequenciamento do genoma viral € essencial para o0 manejo de
surtos, pois permite a determinacdo da origem e o monitoramento dos
padrées de transmisséao viral (DENG et al., 2020). Além disso, o rastreio de
mutacfes virais € importante para o desenvolvimento de novas vacinas e
atualizacdo dos sistemas de diagnéstico (DURMAZ; ABDULMAJED,;

DURMAZ, 2020).

1.8 Vigilancia metagendmica

A metagendmica surgiu como um método capaz de revolucionar a
identificacdo de agentes conhecidos e novos. Ao invés de realizar multiplos
ensaios direcionados, utilizando primers e sondas especificos, a técnica
permite caracterizar qualqguer DNA ou RNA presente na amostra,
possibilitando andlise de todo microbioma e levando a identificacédo de varios
patdgenos em um Unico ensaio, sem a necessidade de cultura (MILLER et al.,
2013)(CHIU; MILLER, 2019).

Ha décadas, abordagens metagendmicas tém sido aplicadas em areas
ambientais e humanas. Podem ser utilizados diversos tipos de amostras de
solo, rios, oceanos, esgoto, plasma, swab nasofaringeo, liquor, urina, fezes e
até mesmo de amostras provenientes de ambientes hospitalares, como filtros
de ar condicionado (CHIU; MILLER, 2019).

As aplicagbes envolvem diversas areas como agricultura, ciéncias
forenses e diagndstico clinico. A técnica permite revelar o tipo e abundancia
de espécies, além de fornecer informacgfes sobre a capacidade metabdlica e
potencial funcional de organismos presentes em um ambiente (LEMA;
GEMEDA; WOLDESEMAYAT, 2023). A metagendmica aplicada ao estudo
dos virus tem grande potencial e pode permitir uma maior compreensao da

histéria natural dos virus, sua presenca ou auséncia e mecanismos de
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integracaollise, identificacdo de possiveis relacfes virais com salude e doenca
ainda nao descritas (SANTIAGO-RODRIGUEZ; HOLLISTER, 2020).

Em estudo recente, com o objetivo de demonstrar a discrepancia entre
0 numero de pesquisas direcionadas ao microbioma em relacdo ao viroma,
foram feitas duas buscas utilizando essas duas palavras como palavras-
chaves. Foi observado um namero notavelmente menor de estudos de viroma,
o que foi atribuido a alguns desafios do estudo com virus, incluindo menor
tamanho, alta diversidade estrutural e genémica, falta de um gene universal
passivel de sequenciamento (SANTIAGO-RODRIGUEZ; HOLLISTER, 2020).
Dentro desse contexto, a metagendmica viral tem o potencial de otimizar as
pesquisas, auxiliar no diagnéstico de doencas e se tornar uma ferramenta de
vigilancia para a saude animal, comunitaria e global (CHIU; MILLER, 2019).

Apesar da ampla aplicabilidade e potencial, a utilizacdo da
metagendmica enfrenta muitos desafios. Por ser um processo com varias
etapas, diversos vieses podem ser introduzidos desde a coleta das amostras
até a analise dos resultados. A enorme quantidade de dados gerados € um
dos grandes desafios, a analise requer alto poder computacional e
conhecimentos avancados em Dbioinformética (LEMA; GEMEDA,
WOLDESEMAYAT, 2023)

Os sistemas de diagnoéstico e vigilancia devem evoluir de forma
continua para que a identificacdo de novos agentes virais possa ser realizada
de forma agil possibilitando a tomada de decisdes em saude publica. Nesse
contexto, a aplicacdo de uma técnica que nao busca um alvo especifico, como
a metagendmica, pode ser de grande valia (KO; CHNG; NAGARAJAN, 2022).
A exemplo disso, a técnica permitiu identificar a circulacdo de um arenavirus,
conhecido como virus sabia (SABV), um virus que nado era identificado no
Brasil ha mais de 20 anos. O caso ocorreu em Sao Paulo em dois pacientes
suspeitos de febre amarela grave. O diagndstico sé foi possivel gragas a
utilizagdo da metagendmica viral (NASTRI et al., 2022).

Sintomas gripais de forma geral, como febre, dor de cabeca, tosse,
fadiga, mialgia, artralgia e diarreia, podem estar associados a infecgdo por

SARS-CoV-2 mas também por outros virus como influenza, rinovirus, virus
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sincicial respiratério e outros coronavirus (MOHAMADIAN et al., 2020)(NAM;
ISON, 2019). No ano de 2023, segundo informe epidemiolégico do MS, em
quase 60% dos casos de SRAG hospitalizados ndo houve identificacdo do
agente causal (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

A vigilancia metagen6mica em amostras negativas para SARS-CoV-2
€ uma ferramenta que permite a identificacdo de outros virus responsaveis
por sindromes gripais e 0 monitoramento de patdgenos emergentes
descortinando possiveis surtos que possam ocorrer concomitante a pandemia
com o intuito de proteger a populagcdo (ALONSO; TAMERIUS; FREITAS,
2020)(KO; CHNG; NAGARAJAN, 2022).
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2. Justificativa

A Cidade Estrutural apresenta o maior indice de vulnerabilidade social
do Distrito Federal, e é considerada uma regido precaria no que concerne as
guestbes sociais, econdmicas e ambientais. A dificuldade de acesso aos
servicos de saude contribui para que medidas de prevencao e protecao sejam
negligenciadas. A vigilancia de agravos na regido pode ter um papel
norteador para acbes de atencdo e assisténcia e pode auxiliar no
planejamento de estratégias de intervencdo que visem a promocao e protecao
da saude da populacéo.

A vigilancia de sindrome gripal na regido permite avaliar a
epidemiologia de agentes virais circulantes. A utilizacdo da metagenémica
possibilita a identificacdo de outros agentes virais, por vezes nao esperados,
possibilitando o delineamento de acdes de salde para evitar, e até mesmo
combater, um eventual surto. Além disso, 0 monitoramento sistematico das
mutacdes no genoma permite a identificacdo de variantes circulantes e o
surgimento ou chegada de uma nova variante, possibilitando assim, a

observacéo da epidemiologia molecular do virus.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral
Realizar a vigilancia molecular e metagen6mica para monitoramento de
SARS-CoV-2 e outros virus respiratorios, em amostras de pacientes

atendidos na Unidade Basica de Saude da Cidade Estrutural (DF).

3.2 Objetivos especificos

- Monitorar o numero de casos de covid-19 na Cidade Estrutural;

- Detectar por metagenémica outros agentes virais em amostras negativas
para covid-19;

- Validar os resultados encontrados na metagendémica por PCR em tempo
real;

- Avaliar a sazonalidade de virus relacionados a sindrome gripal;

- Identificar as principais variantes de SARS-CoV-2 circulantes.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Selecao e coleta das amostras

Foram selecionados para o estudo pacientes com quadro de sindrome
gripal que procuraram atendimento na Unidade Basica de Saude (UBS) da
Cidade Estrutural (DF) (Figura 2 e tabela 1). Os pacientes foram
entrevistados, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
aprovado pela Comisséo de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade
de Brasilia (CEP-FM/UnB, CAAE 39.892.420.7.1001.5558; CAAE
0.557.020.6.3001.5553) e Fundagéo de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da
Saude (FEPECS/SES/DF, CAAE 40.557.020.6.3001.5553) e tiveram amostra
de swab nasofaringeo coletada. O estudo se iniciou em marco de 2021 e se
estendeu por 52 semanas epidemiologicas, permitindo avaliagdo da
sazonalidade das infec¢@es virais respiratérias ao longo de um ano.

Para a coleta, foi utilizado 1 swab de rayon, inserido nas duas narinas
com movimentos rotatorios. Seguido a coleta, o swab foi inserido em um tubo
contendo meio de transporte viral (VTM) - Laborclin.

As amostras foram enviadas para o Laboratério de Diagndstico
Molecular do Hospital Universitario de Brasilia para realizacdo do teste
diagnéstico molecular por RT-gPCR para SARS-CoV-2.

Todas as amostras foram armazenadas a -80 °C. As amostras positivas
para SARS-CoV-2 com valor de Ct menor que 30 foram selecionadas para
genotipagem e sequenciamento do gene Spike; as negativas foram
selecionadas para analise metagendémica.

A figura 3 descreve o fluxo de trabalho que foi aplicado.
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Legend
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Figura 2. Area espacial do estudo. A Cidade Estrutural é delimitada pela Floresta
Nacional de Brasilia, que é uma area de protecdo ambiental de 423,6 km?
caracterizada pelo bioma Cerrado, e Cabeceira do Valo, caracterizada pela produgéo
familiar de hortalicas.

Tabela 2. Caracteristicas demogréaficas da populacdo estudada.

Sexo
Feminino Masculino Total
N 1688 (62,6%) 1007 (37,3%) 2695 (100%)
Idade em anos 36.0 (13.0) 35.0 (13.0) 36.0 (13.0)

(M = DP)
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[ Casos de sindrome gripal ]

RT-gPCR
para SARS-
CoV-2

Resultado positivo Resultado negativo

l

Metagendmica

Genotipagem para detec¢do da
variante presumida l

VSR/FIUAV/FluBV

Figura 03. Fluxograma descrevendo o processo de trabalho.

4.2 Deteccédo do SARS-CoV-2

Para a detecgdo de SARS-CoV-2 foi realizada a extragao automatizada
de &cidos nucleicos, a partir de 100 pL de VTM, utilizando o kit para extracao
e purificacdo EXTRACTA KIT FAST — DNA e RNA Viral (MVXA-PO16FAST -
LOCCUS, Séao Paulo, Brasil) e o sistema automatizado EXTRACTA 32
(LOCCUS). O RNA viral foi detectado por transcricdo reversa seguida de
reacdo em cadeia de polimerase (RT-gPCR - Kit Molecular SARS-CoV-2
(EDx) - Bio-Manguinhos). As reacdes foram realizadas em volume final de
15uL, sendo 5 pL de amostra (produto da extragao), 7,8uL de mistura de PCR
e 2,2uL de mix Mix E/RP contido no kit diagnéstico, de acordo com as
instrucbes do fabricante (Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos - Bio-
Manguinhos, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil). As reacdes
foram realizadas utilizando QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) de acordo com as seguintes condi¢des: 45°C por 15 min para a
transcricao reversa, 95°C por 2 min para desnaturacgao, 40 ciclos de 95°C por
15 segundos, seguidos de 58°C por 30 segundos. As reacbes foram

consideradas positivas para SARS-CoV-2 quando o Ct foi menor que 40. Para
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reacOes de genotipagem o Ct considerado maximo aceitavel foi de 30 e para
0 sequenciamento o Ct maximo considerado foi de 22. As amostras negativas

foram utilizadas para a analise metagendémica.

4.3 Genotipagem de SARS-CoV-2 por RT-gPCR

Para reacdo de genotipagem foram utilizadas amostras positivas com
Ct < 30. Todas as amostras positivas do periodo referido de 52 semanas
epidemiologicas foram genotipadas. Foram utilizados primers e sondas para
identificacdo das seguintes variantes: gama, alfa, delta e édmicron, além de
primers para controle da reagdo. Os alvos especificos de cada variante e
controle, temperatura de anelamento (Ta) e concentracdo dos primers e
sondas e marcacéo das sondas estao descritos na tabela 1.

As reacgdes utilizaram o sistema GoTaqg Probe 1-StepRT-gPCR System
(Promega, USA) e os seguintes volumes: 10uL de master mix (2x), 0,4uL de
enzima GoScript RT (50x), 0,5uL de primer forward e reverse de cada alvo,
0,5uL de sonda do alvo, 0,7uL de primer forward e reverse do controle interno,
0,5uL de sonda do controle, 1,2 yL de agua RNAase free e 5 uL de RNA. As
reacdes foram realizadas utilizando QuantStudio 5 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) de acordo com as seguintes condicfes: 45°C por 5
minutos para transcricao reversa, 95°C por 3 minutos para desnaturacéo, 40
ciclos com temperatura especifica de capa par de primers (tabela 3) por 45

segundos.
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Tabela 3. Alvos especificos de cada variante e controle, Ta e concentracdo dos
primers e marcacao das sondas

Variante Target Tados Marcacéo da Solucéo
primers Sonda de Uso
Gama ORFlab SGD del - F; R; 60 °C FAM-NFQ-MGB
Probe
Gama ORF8 28263ins - F; R; 57 °C FAM-NFQ-MGB
Probe
Delta ORF8 del120:121 - F; R; 59 °C CY5-NFQ-MGB
Probe
Alfa SPIKE Y;L'itiel F: R; 63 °C FAM-NFQ-MGB [10uM]
Alfa SPIKE 6970del - F; R; 48 °C FAM-NFQ-MGB
Probe
Controle N1-Control - F; R; Probe 48-60 °C TAMRA-NFQ-
MGB
Omicron ORFlab S2083del - F; R; 60°C CY5-NFQ-MGB
Probe
Omicron SPIKE G142D - F; R; Probe 60°C FAM-NFQ-MGB

4.4 Sequenciamento do gene Spike por Minlon

Para a realizacéo do sequenciamento do gene Spike de SARS-CoV-2,
reacdes de transcricdo reversa foram realizadas com primers randémicos
usando o kit M-MLV-RT RNase minus (Promega) seguindo especificacdes do
fabricante. Reacbes de PCR para amplificacdo da biblioteca de
sequenciamento foram realizadas com conjunto de tiling primers 21 a 26 do
protocolo Midnight 1200, utilizando DNA polimerase de alta fidelidade (Pfu
Polimerase - Promega). A biblioteca foi preparada para o sequenciamento
utilizando o sistema de barcode SQK-RBK110.96 (Oxford Nanopore)
seguindo instruces do fabricante, conforme melhor detalhado nos subitens
4.4.1a4.4.3.

4.5 Transcrigao reversa

Para a reacdo de transcricdo reversa foi utilizada a M-MLV
Transcriptase Reversa, RNase H Minus (Promega, USA). Primeiramente, 6L
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de RNA e 4L de random primers [12,625uM] foram misturados e incubados
a 65°C por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 4uL de Buffer M-MLV RT 5x,
1uL de dNTP [10mM], 1L de enzima M-MLV RT [200U/uL] e 4uL de agua
livre de nucleases. O programa no termociclador foi de 25°C por 5 minutos,
50°C por 50 minutos e 80°C por 10 minutos.

4.6 Amplificacéo da biblioteca de sequenciamento

Para a PCR foi utilizada a Pfu DNA polimerase (Promega, USA) e os
primers 21, 22, 23, 24, 25 e 26 do protocolo Midnight (Oxford Nanopore). Os
primers foram separados em dois pools: pool A (primers 21, 23 e 25) e pool B
(primers 22, 24 e 26) e as reagdes foram realizadas de forma separada. Para
a reagao foram utilizados os seguintes volumes: 2,5uL de buffer 10x Pfu DNA
polimerase, 0,5uL de dNTP [10mM], 3uL de pool de primers [10uM], 0,75uL
de Pfu polimerase [2U/uL] e 15,75uL de agua livre de nucleases. O programa
utilizado foi o seguinte: 95°C por 1 min, 30 ciclos de 95°C por 45 seg, 55°C
por 1 min e 73°C por 4 min, 73°C por 5 min e 4°C .

4.7 Purificacdo do produto de PCR e sequenciamento

Previamente a purificacdo, o pool B foi adicionado ao pool A. A
purificacdo das amostras foi realizada utilizando kit ReliaPrepTM DNA Clean-
up and Concentration System (Promega, USA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Ap6s a purificacdo, as amostras foram
quantificadas com Nanodrop™ UV-Vis Spectrophotometer.

A ligacao dos barcodes foi realizada com 5uL de amostra (set pool A +
B), 2,5uL de agua livre de nucleases, 2,5uL de rapid barcode. A reacao foi
incubada em termociclador a 30 °C por 3 minutos e 80°C por 2 minutos.

Apbs a ligacdo dos barcodes, todas as amostras foram adicionadas a
um tubo de 1,5 mL e purificadas utilizando beads magnéticas, em uma
proporcdo de 1:1. A solugdo foi agitada no voértex, em baixa velocidade,

durante 5 minutos. O tubo foi colocado em uma estante magnética até a
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formacéo do pellet de beads. O sobrenadante foi retirado e o pellet foi lavado
com etanol fresco 80% durante 30 segundos. O etanol foi retirado e somente
prosseguiu-se quando o tubo estava seco e sem nenhum residuo aparente de
etanol. O tubo foi retirado da estante magnética, e em seguida foi adicionado
30uL de tampéo de eluicédo e incubado em termobloco por 10 minutos a 25°C.
O tubo foi novamente posicionado na estante magnética e a biblioteca
purificada foi recolhida em um novo tubo de 1,5 mL.

A ligagao dos adaptadores foi feita com 11uL da biblioteca purificada e
1uL de rapid adapter.

Para carregar a flow cell, primeiramente, foi preparado o priming mix,
com 30uL de flush tether e 1,17mL de flush buffer. Foram adicionados 800uL
de priming mix pela priming port e aguardou-se 5 minutos. Nesse meio tempo,
preparou-se a biblioteca com 25,5uL de loading beads II, 37,5uL de
sequencing buffer Il e 12uL da biblioteca. Com o SpotOn aberto, foram
adicionados 200uL de priming mix pelo priming port e 75uL da biblioteca
previamente preparada. Fechou-se o SpotOn e a priming port e iniciou-se o
sequenciamento.

O basecalling, a demultiplexacdo e a remocdo dos adaptadores das
sequéncias foram realizados utilizando o programa MInKNOW (Oxford
Nanopore Technologies) e a sequéncia de referéncia: cepa original isolada
em Wuhan (NC_045512.2). Os arquivos gerados foram concatenados em um
Unico arquivo FASTQ e analisados utilizando Genome Detective.

4.8 Selecdo e preparacdo das amostras para metagenbmica e

sequenciamento (lllumina)

Para realizacdo da metagenémica foram utilizadas amostras negativas
para SARS-CoV-2. No total, foi feita a preparacéo de 40 pools, sendo 2 pools
por semana epidemioldgica, compreendendo o periodo da semana
epidemiologica (SE) 10 até a semana 29 de 2021. Cada pool foi constituido
por 8 amostras. A selecao foi feita de forma a permitir amostragem de toda a

semana.
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Inicialmente, 600uL do meio contendo swab foram pré-tratados com
Turbo DNAse (kit Turbo DNA-free, ThermoFisher Scientific, Sdo Paulo, Brasil)
para a remocao de DNA hospedeiro/bacteriano livre. Apos a inativacdo da
DNAse, 8 amostras individuais foram agrupadas em pools. Os pools de
amostra foram extraidos utilizando o High Pure Viral Nucleic Acid Large
Volume Kit (Roche, Sdo Paulo, Brasil) seguindo as instrucdes do fabricante.
Além disso, os acidos nucleicos de cada pool de amostra foram concentrados
usando o transportador GenElute ™ Linear Polyacrylamide (LPA) (Merck, Sao
Paulo, Brasil). ApGs a extragdo, os acidos nucléicos virais foram recuperados
em agua pré-aquecida a 70°C em agua livre de nuclease e submetidos a
transcricdo reversa usando o Superscript Il First-Strand Synthesis System
(ThermoFisher Scientific, Sdo Paulo Brasil). A amplificacdo do cDNA foi
realizada por meio do QuantiTect Whole Transcriptome Kit (QIAGEN, S&o
Paulo, Brasil). As bibliotecas de sequéncias foram preparadas usando o
Nextera DNA Flex Library Preparation Kit (lllumina, San Diego, CA, EUA) e
Nextera DNA CD Indexes seguindo as instru¢cdes do fabricante. O
sequenciamento das bibliotecas indexadas duplas foi realizado utilizando-se
sequenciador do sequenciador lllumina NVSEQ 6000 e do kit NextSeq High
Output v 2.5, 300 ciclos (lllumina, San Diego, CA, EUA) seguindo as

instrucdes do fabricante.

4.9 Andlise de bioinformética

Os dados da sequéncia bruta obtidos foram submetidos a anélise de
controle de qualidade por meio do software FastaQC v.0.11.88. Apés esta
etapa, foi realizado o recorte para selecionar as sequéncias com a melhor
qualidade. O corte foi realizado aplicando Trimmomatic v.0.3.9, 9 e (i)
Cutadapt v. 2.410. Para a analise bioinforméatica foram utilizadas sequéncias
com qualidade > 30 scores. Também foi realizado um corte adicional para
melhorar a qualidade geral usando AfterQCsoftware v.0.9.711. Para inferir a
classificacdo taxondmica, foi utilizado o programa Kraken2 v2.0.812. Para

examinar a profundidade da cobertura das reads classificadas, foi utilizado o
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software BWA v.0.613. A montagem “de novo” foi realizada usando SPAdes
v.3.13.014 para gerar contigs e scaffolds. Finalmente, para realizar a
classificacdo taxondmica com base na identidade da proteina, aplicamos o

Blastx conforme implicito no software Diamond v.0.9.29.

4.10 Ampliacdo da testagem por RT-gPCR para VSR e Influenza
AeB

Para confirmacgao de achados nos pools avaliados na metagen6mica e
para a ampliacdo de testagem para outros virus respiratorios foi utilizado kit
multiplex Allplex™ SARS-CoV-2/FIUA/FIUB/RSV Assay da Seegene, seguindo

instrucdes do fabricante.

4.11 Detecc¢ao de virus Chikungunya (CHIKV)

No intuito de confirmar a presenca do CHIKV, observado no ensaio de
metagendmica, foi realizada a sua deteccdo por RT-gPCR, utilizando o
sistema GoTag Probe 1-StepRT-gPCR System (Promega, USA) e os
seguintes volumes: 10uL de master mix (2x), 0,4uL de enzima GoScript RT
(50x), 1,8uL de primer forward e reverse, 0,5uL de sonda e 5,5 uyL de RNA.
As reagdes foram realizadas utilizando QuantStudio 5 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) de acordo com as seguintes condi¢des: 45°C por 30
minutos para transcricao reversa, 95°C por 5 minutos para desnaturacéo, 45
ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Os primers e sonda
utilizados encontram-se na tabela 4. A arvore de maxima verossimilhanca foi
construida usando IQ-TREE v1.6.12 com suporte estatistico bootstrap de
1000 réplicas.
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Tabela 4. Primers e sonda utilizados para reac¢édo de CHIKV (LANCIOTTI et al., 2007)

Primer Sequéncia
CHIKV 6856 TCACTCCCTGTTGGACTTGATAGA
CHIKV 6981 TTGACGAACAGAGTTAGGAACATACC

CHIKV 6919-FAM AGGTACGCGCTTCAAGTTCGGCG
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5. Resultados

5.1 Deteccao de SARS-CoV-2 em pacientes atendidos com sindrome

gripal

O numero total de pacientes atendidos com sindrome gripal (SG) e
testados para covid-19, no periodo de um ano, foi igual a 2.695, sendo 832
(31%) casos positivos e 1.863 (69%) casos negativos para SARS-CoV-2. No
ano de 2021, o aumento de demanda por atendimento devido & ocorréncia de
SG seguiu um padréo de oscilagdo. Observou-se um aumento expressivo de
casos nas semanas epidemiolégicas (SE) 11 e 12 (marc¢o). A partir da SE 17
(abril) verificou-se uma queda no numero de casos, seguido de um aumento
a partir da SE 37 (setembro). Vale destacar que na semana 52 (dezembro)
houve um aumento significativo de casos de SG que nao tiveram o SARS-
CoV-2 como agente causal.

O ano de 2022 iniciou com alta demanda por atendimento, o nimero
de casos de SG nas semanas 01 e 02 foi alto, sendo que somente 5% e 16%
desses casos foram causados por SARS-CoV-2, respectivamente. As
semanas 04 e 05 ndo foram avaliadas devido a uma interrupcdo nas coletas.
Na SE 06 observou-se aumento de casos e a partir da SE 07 declinio, sendo
esse um padrédo que se manteve nas semanas 08 e 09, com um discreto

aumento na SE 10 (Figura 04).

Resultado de SARS-CoV-2
m Detectado (n=832)

ONao detectado (n=1.863)
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1012 1416 18 2022 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 485052 2 6 8 10
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Figura 04. Frequéncia de detec¢do de SARS-CoV-2 em pacientes atendidos com
sindrome gripal por semana epidemiologica.
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5.2 Metagenémica de casos de sindrome gripal testados negativos

para covid-19

Considerando que quase 70% dos pacientes atendidos com sindrome
gripal apresentaram resultado negativo para SARS-CoV-2, foram
selecionadas 320 amostras, que compuseram 40 pools de 8 amostras, para
realizagdo de metagendmica viral. Foram selecionadas 16 amostras por SE
compreendendo vinte semanas, da SE 10 até 30 do ano de 2021, que
corresponde ao periodo de marco até julho.

O sequenciamento resultou em um numero total de 541.861.104 reads
dos 20 pools analisados. Uma média de 27 milhdes de reads foram geradas
por pool (intervalo: 20-35 x10°). Uma média de 0,014% (intervalo: 0,008-
0,045%) das reads pertenciam a virus (Tabela 5).

A figura 5 exibe a abundéancia absoluta de reads com a classificagédo
taxondmica dos virus por amostras nasofaringeas. Os resultados foram
expressos considerando a soma dos resultados de abundancia de 2 pools por
SE. VSR foi detectado em 10 semanas, com destaque na SE 14 (abril),
semana com 0 maior numero de reads, sua circulagdo compreendeu o
periodo de mar¢o a maio. Os coronavirus 229E e NL63 foram detectados em
13 e 10 semanas, respectivamente, no periodo que compreende a SE 15
(abril) a 27 (julho). Foram detectadas reads de adenovirus e rinovirus em
quase todas as semanas. E o CHIKV foi detectado em 2 pools, nas semanas
15 e 18 (Figura 05).
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Tabela 5. Quantidade de

reads geradas pelo sequenciamento

Nlumina e

porcentagem de reads classificadas como virais distribuidas entre os pools de

amostras
Pool Epi dS eer:]i g?éag ica Reads Reacdosrt?ap % I\?/ierfilaciisS Read(;)\)/i rais
1 Semana 10 27835510 24239770 2044 0,008
2 Semana 11 24890490 20568370 2878 0,014
3 Semana 12 28581460 26569240 2561 0,010
4 Semana 13 22392385 21745091 3512 0,016
5 Semana 14 28219935 26009245 4514 0,017
6 Semana 15 37715895 35649070 3772 0,011
7 Semana 16 24166238 21749614 3439 0,016
8 Semana 17 27727909 26064234 2446 0,009
9 Semana 18 24672155 21711496 2565 0,012
10 Semana 19 23234948 21840851 3750 0,017
11 Semana 20 26166628 23811631 2284 0,010
12 Semana 21 28646260 26068097 4651 0,018
13 Semana 22 30505241 28369874 12671 0,045
14 Semana 23 24374432 23155710 5177 0,022
15 Semana 24 28435996 27014196 3842 0,014
16 Semana 25 26793402 25453732 2816 0,011
17 Semana 26 29017902 26406291 3593 0,014
18 Semana 27 22671388 21537819 3211 0,015
19 Semana 28 27261787 30692372 3043 0,010
20 Semana 29 28551143 25981540 2567 0,010
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Figura 05. Mapa de calor exibindo abundancia absoluta de reads com classificagédo
taxonbmica dos virus por amostras nasofaringeas coletadas de pacientes
sintomaticos com teste negativo para SARS-CoV-2. Os resultados foram expressos
considerando a soma dos resultados de abundancia de 2 pools por SE.

5.3 Deteccéao de virus sincicial respiratério (VSR) por RT-gPCR

Com o objetivo de confirmar os achados da metagendmica,
identificando quais amostras dentro do pool eram positivas para VSR, foi
realizada abertura dos 10 pools em que foram detectadas reads para esse
virus. Diante da observacdo que havia a circulacdo do VSR na populacao
estudada, uma ampliacdo da testagem por RT-gPCR para 2.695 amostras
colhidas durante o periodo do estudo foi realizada posteriormente, utilizado kit
multiplex destinado a detec¢do de SARS-CoV-2, Flu A e B, e RSV A/B (Figura
07).

Em todos os 10 pools, foi encontrada pelo menos uma amostra positiva
para VSR, totalizando 15 amostras. As curvas de amplificacdo estéo
representadas na figura 06. Com a ampliacdo da testagem e utilizac&do de kit
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de deteccdo quadriplex, foi possivel identificar um pico de influenza A no final
de 2021.

No periodo de 2021 (SE 10) a 2022 (SE 10), foi observado maior
namero de casos de SG causados por SARS-CoV-2 (30%), seguido por
Influenza A (10%) e VSR (3%).

No inicio do ano de 2021, é possivel observar o pico de casos de VSR
(n=97), compreendendo as semanas 10 a 19, com alguns casos de coinfeccao
SARS-CoV-2 e VSR detectados nas semanas de 11 a 14 (6%). Na maior parte
do ano predominou a circulacdo de SARS-CoV-2. A partir de SE 48, inicia a
deteccao de casos de Influenza A (FIuUAV) (n =274), com 0 pico nas semanas
52 e 01 de 2022. Ha ocorréncia de alguns casos de coinfeccdo SARS-CoV-2
e FIuAV (3%) (Figura Q7).
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Figura 06. Grafico de amplificacdo referente a detec¢édo de VSR (a) e Influenza (b)
utilizando kit quadriplex.
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Figura 07. Frequéncia de deteccdo de VSR, FluA e coinfec¢gbes nas 52 semanas de
atendimento.

5.4 Deteccdao de Virus Chikungunya por metagendmica em amostras

de nasofaringe

Como observado na figura 05, em dois pools foram detectadas reads
de CHIKV. Nos pools de niumero 11 e 18, que representavam as semanas 15
e 18, respectivamente. Foi realizada RT-gPCR das 16 amostras que faziam
parte dos pools, para identificacdo de quantas e quais amostras eram
positivas para CHIKV. Foram detectadas 2 amostras positivas, uma cada em
pool. As curvas de amplificacdo das duas amostras em ensaio de RT-qgPCR
estéo representadas na figura 08 A. A partir das 46 reads encontradas no pool
11 e das 92 no pool 18, foi possivel realizar a montagem dos contigs que
resultaram em um tamanho de 655 e 718pb, respectivamente. A arvore
filogenética construida mostrou 3 clados principais, correspondentes aos
gendtipos do CHIKV, asiatico, leste-centro-sul africana (ECSA) e oeste
africano. As amostras deste estudo agruparam no genotipo ECSA (Figura 08
B).
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Figura 08. Deteccdo de CHIKV por metagendmica. (A) Gréafico de amplificacédo
representativo da reacao confirmatéria de RT-qPCR mostrando o controle positivo do
CHIKYV (1), a amostra positiva do pool 18 (2) e a amostra positiva do pool 11 (3). (B)
Arvore de méxima verossimilhanca construida a partir dos contigs de CHIKV obtidos
pela andlise de metagendmica. Na reconstrucdo filogenética, foram utilizados 397
genomas completos de CHIKV obtidos do GenBank sob modelo de substituicdo de
nucleotideos GTR+G4+F com suporte estatistico bootstrap de 1.000 réplicas.

5.5 Genotipagem por RT-gPCR para determinacdo de variantes de
SARS-CoV-2

A genotipagem para identificagdo da variante presumida foi realizada
por método de RT-gPCR. Do total de 832 amostras positivas para SARS-CoV-
2, 574 amostras (68,9%) (todas que apresentaram Ct < 30) foram
selecionadas para genotipagem (Figura 09a).

No ano de 2021, até a SE 30 somente a variante gama foi detectada.
A partir da SE 31 (agosto), a variante delta passou a ser detectada e
gradualmente se tornou predominante. E possivel observar que a emergéncia
de uma nova variante € acompanhada do aumento no nimero de casos de
SARS-CoV-2. Na SE 50, a variante Omicron passou a ser detectada
ocasionando um novo aumento do numero de casos e predominio de

circulagao da nova variante em detrimento da anterior (Figura 09b)
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Figura 09. (a) Propor¢cdo de amostras genotipadas, segundo semana
epidemiolégica. (b) Distribuicdo de amostras genotipadas, segundo semana
epidemiolégica

5.6 Sequenciamento do gene Spike em amostras de SARS-CoV-2

genotipadas por RT-gPCR

Foram selecionadas 76 amostras positivas para SARS-CoV-2,
apresentando Ct < 22, e que foram submetidas a ensaios de genotipagem por
RT-gPCR. O sequenciamento do gene S foi realizado para avaliar a
congruéncia dos resultados obtidos nos ensaios de genotipagem por RT-
gPCR. A concordancia entre a variante presumida na genotipagem e a
variante identificada pelo sequenciamento foi de 100% (Tabela 6). O
sequenciamento permitiu identificar a circulacdo de duas linhagens da
variante Omicron, BA.1 (detectada entre 11 a 19/1/22) e BA.1.1. (detectada
entre 7/1 a 22/2/22) (Tabela 6).
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Tabela 6. Comparacéo entre os resultados obtidos através da genotipagem e do

sequenciamento.

Resultado Resultado Resultado Resultado
Amostra Genotipagem Sequenciamento | Amostra Genotipagem Sequenciamento
0250vig ALFA ALFA 1410vig GAMA GAMA
1441vig DELTA DELTA 1413vig GAMA GAMA
1469vig DELTA DELTA 1417vig GAMA GAMA
1481vig DELTA DELTA 1432vig GAMA GAMA
1482vig DELTA DELTA 1433vig GAMA GAMA
1517vig DELTA DELTA 1435vig GAMA GAMA
1527vig DELTA DELTA 1436vig GAMA GAMA
1539vig DELTA DELTA 1438vig GAMA GAMA
1546vig DELTA DELTA 1442vig GAMA GAMA
1551vig DELTA DELTA 1449vig GAMA GAMA
1552vig DELTA DELTA 1459vig GAMA GAMA
1554vig DELTA DELTA 1472vig GAMA GAMA
1562vig DELTA DELTA 1477vig GAMA GAMA
1568vig DELTA DELTA 1485vig GAMA GAMA
1572vig DELTA DELTA 1499vig GAMA GAMA
1595vig DELTA DELTA 1521vig GAMA GAMA
1598vig DELTA DELTA 1571vig GAMA GAMA
1613vig DELTA DELTA 1573vig GAMA GAMA
1618vig DELTA DELTA 1600vig GAMA GAMA
1625vig DELTA DELTA 1628vig GAMA GAMA
1632vig DELTA DELTA 1646vig GAMA GAMA
1638vig DELTA DELTA 0660vig GAMA GAMA
1639vig DELTA DELTA 2465vig OMICRON OMICRON (BA.1.1)
1642vig DELTA DELTA 2511vig OMICRON OMICRON (BA.1.1)
1657vig DELTA DELTA 2519vig OMICRON OMICRON (BA.1.1)
1664vig DELTA DELTA 2539vig OMICRON OMICRON (BA.1.1)
1665vig DELTA DELTA 2563vig OMICRON OMICRON (BA.1)
1666vig DELTA DELTA 2564vig OMICRON OMICRON (BA.1)
1670vig DELTA DELTA 2568vig OMICRON OMICRON (BA.1.1)
1677vig DELTA DELTA 2581vig OMICRON OMICRON (BA.1)
1680vig DELTA DELTA 2583vig OMICRON OMICRON (BA.1.1)
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Tabela 6. Comparacéo entre os resultados obtidos através da genotipagem e do

sequenciamento (continuago).

Resultado Resultado Resultado Resultado
Amostra Genotipagem Sequenciamento | Amostra Genotipagem Sequenciamento
1688vig DELTA DELTA 2585vig OMICRON OMICRON (BA.1.1)
1689vig DELTA DELTA 2592vig OMICRON OMICRON (BA.1.1)
2111vig DELTA DELTA 2649vig OMICRON OMICRON (BA.1.1)
2132vig DELTA DELTA 2666vig OMICRON OMICRON (BA.1.1)
2133vig DELTA DELTA 2673vig OMICRON OMICRON (BA.1.1)
2148vig DELTA DELTA 2685vig OMICRON OMICRON (BA.1.1)
1407vig GAMA GAMA 2703vig OMICRON OMICRON (8BA.1)
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6. Discussao

Além de outros fatores, em razdo da sua extensa area territorial, o
Brasil apresenta ampla desigualdade social. Condicdes precérias de moradia,
domicilios superlotados e falta de saneamento basico tendem a dificultar a
adocao de medidas para contencdo da propagacao de agentes virais. Diante
disso, populacdes vulneraveis estdo mais expostas aos efeitos negativos de
epidemias e pandemias (OLIVEIRA; ABRANCHES; LANA, 2020) e séao
desproporcionalmente mais afetadas por doencas infecciosas e cronicas
(GRIEF; MILLER, 2017).

O crescimento populacional e ocupacdo desordenada, sobretudo em
regides de areas florestais, propiciam maior contato das pessoas com a fauna
silvestre, parasitas e vetores, 0 que torna essa populacdo mais suscetivel a
doencas emergentes e reemergentes (TAZERJI et al., 2022). Nesse contexto,
a aplicacao de diferentes abordagens moleculares permite ampliar as formas
de vigilancia e gerar resultados que se complementam objetivando acdes
mais céleres, integradas e intersetoriais de vigilancia em saude (REGUA-
MANGIA, 2015).

O numero de pacientes atendidos na UBS da Cidade Estrutural com
SG e gue apresentaram resultado negativo para SARS-CoV-2 foi de quase
70%, levantando suspeita sobre a circula¢do de outros agentes virais. Apos a
realizacdo da metagendmica viral e quando testadas individualmente para
VSR, Influenza A e CHIKV, a porcentagem de amostras negativas caiu para
55,2%. Essa porcentagem poderia ser ainda menor se as amostras tivessem
sido testadas para adenovirus, rinovirus e coronavirus 229E e NL63, uma vez
qgue foram identificadas reads desses agentes virais na metagenémica viral.
Nos anos de 2022 e 2023, no DF, as porcentagens de SG com agente viral
nao especificado foram de 68,8% e 55,7%, respectivamente (SES/DF,
2023)(SES/DF, 2022). Se a politica de vigilancia fosse organizada de forma a
se utilizar a metagendmica viral com a posterior confirmacéao de resultados

com testes moleculares especificos, o0 nimero de casos de SG sem agente
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etiolégico identificado tenderia a uma reducgdo, levando a uma melhor
compreensao dos cenarios epidemiolégicos

A cocirculacdo comunitaria de virus respiratérios ja era comum antes
da covid-19. Apesar da mudanca no cenario epidemiologico ocasionada pela
pandemia, a circulagdo desses virus ainda deve ser monitorada, uma vez que
podem ser a causa importante e sazonal de morbidade e mortalidade em
certos grupos etarios (ACHANGWA et al., 2022). Nesse estudo, através da
metagendmica viral, foi possivel avaliar a presenca dos virus respiratorios que
circularam na Cidade Estrutural, durante os meses de margo a julho de 2021.

A deteccdo de coronavirus NL63 e 229E, adenovirus, Influenza, VSR
e rinovirus era esperada posto que a cocirculacdo desses virus é um evento
caracteristico, principalmente nos meses de inverno. No entanto, os picos de
VSR e Influenza observados na Cidade Estrutural ocorreram nos meses de
marc¢o/2021 (pico de VSR; SE 10 - 12), dezembro/2021 (pico de Influenza A;
SE 51 e 52) e janeiro/2022 (pico de Influenza; SE 01 e 02), que sdo meses de
verdo. Essa mudanca no cenario epidemiolégico também se repetiu em outros
paises. Na Australia foi observada uma reducao de cerca de 98% na detec¢éo
de VSR e Influenza no inverno (YEOH et al., 2020). Na Europa, no inicio do
inverno de 2020 foram registrados 33 casos de Influenza, um namero bem
abaixo dos 10.616 casos registrados no mesmo periodo do ano anterior
(BINNS et al., 2022). O também reduzido nimero de hospitalizacdes por
bronquiolite mostra que esses achados ndo sédo atribuidos somente a falta de
diagnéstico laboratorial e endossam a mudanca no padrao de circulacdo de
VSR (BINNS et al., 2022). Varios autores demonstram que as medidas
utilizadas para contencédo da disseminagdo do SARS-CoV-2, como uso de
mascara, lavagem regular das maos, uso de alcool e distanciamento social
acabaram afetando a disseminacé&o de outros virus respiratorios e provocando
essa mudanca nos periodos de maior transmissdo e intensidade dos picos
(KUMAR et al, 2022)(MOSSCROP; WILLIAMS; TREGONING,
2022)(LJUBIN-STERNAK et al., 2021).

Em relagéo aos casos de Influenza, o ano de 2021 foi marcado pela

mudanca sazonal dos casos. Segundo boletim epidemioldgico da SES de 01
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de margo de 2022, no DF, houve um acentuado aumento do numero de casos
de Influenza A a partir da SE 51 de 2021 até SE 03 de 2022. Esse pico também
foi observado na Cidade Estrutural e foi atribuido a circulacdo do subtipo
H3N2. Em outros estados, como Sao Paulo e Sergipe, também foi registrado
0 aumento de casos de sindrome gripal por H3N2, no mesmo periodo (FAICO-
FILHO; BARBOSA; BELLEI, 2022)(SANTOS et al., 2022).

A utilizacdo da metagendmica viral como ferramenta epidemioldgica
permite ndo sé uma maior compreensao da dinamica de circulacdo dos virus,
mas também a identificacdo de agentes virais inesperados. De forma fortuita,
foram detectadas reads de CHIKV em dois dos pools de amostras coletadas
no periodo de pandemia de covid-19. A presenca de CHIKV no swab pode ser
atribuida ao amplo tropismo celular que o virus apresenta, podendo infectar
células endoteliais, epiteliais fibroblastos, entre outras (TRAVERSE et al.,
2022).

Apoés a introducdo da linhagem asiatica de CHIKV nas Américas em
2013 e a subsequente deteccédo da linhagem leste-centro-sul africana (ECSA)
em 2014, no nordeste do Brasil, mais de 2,9 milhdes de infec¢des ja foram
relatadas no pais. A analise filogenética permitiu identificar a circulagdo do
gendtipo ECSA na Cidade Estrutural, que € o genétipo mais comum no Brasil
(DE OLIVEIRA et al., 2021).

O diagnostico de CHIKV € usualmente feito utilizando soro ou plasma
que sao amostras que permitem realizacdo de RT-qPCR e sorologia,
aumentando a chance de deteccdo (JOHNSON; RUSSELL; GOODMAN,
2016). Até o momento, ndo existem outros relatos de deteccdo por
metagen6mica de CHIKV em amostra nasofaringea coletada com swab.
Contudo, ha estudos mostrando saliva e urina como amostras alternativas
bem sucedidas para deteccdo molecular de arbovirus (MUSSO et al.,
2016)(MARDEKIAN; ROBERTS, 2015). Esse resultado refor¢a o potencial da
metagendmica como ferramenta de vigilancia e da utilizacdo de amostras
alternativas menos invasivas para caracterizacéo de situacéo epidemioldgica
(NIEDRIG et al., 2018).
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A pandemia de covid-19 apresentou um comportamento oscilante de
transmissao conhecido por ondas. O pequeno volume populacional da Cidade
Estrutural (cerca de 40.000 habitantes) possibilitou observar a propagacao
dos casos e a introdugéo e expansdo de variantes na regido. Analisando os
resultados é possivel observar 3 picos principais, 0 primeiro em marco de
2021, logo no inicio do estudo, o segundo em setembro de 2021 e o terceiro
em janeiro de 2022.

A variacdo no numero de casos de covid-19 detectado pela vigilancia
da Cidade Estrutural acompanhou temporalmente as oscilacdes da taxa de
transmissdo (R(t)) detectadas pela Secretaria de Saude do Distrito Federal
(SES-DF). A R(t) representa o numero médio de infec¢cdes secundarias que
um individuo que esta transmitindo a doenca é capaz de gerar em um
determinado tempo. O desejado é que essa taxa esteja abaixo de 1,0. O maior
pico observado foi o primeiro de 2021 (SE 10 a 16) e foi provocado pela
introducdo da variante Gama, inicialmente conhecida como P.1. No DF,
segundo boletim informativo da SES-DF, na SE 09 houve um aumento na taxa
de transmisséao (R(t)) chegando a 1,42, e duas semanas depois pudemos
observar aumento de casos positivos na Cidade Estrutural. O segundo pico
comecou ha SE 36 (setembro) e coincidiu com 0 aumento do nimero de casos
e taxa de transmisséao (R(t) de 1,09) registrados no DF pela SES. J& no ultimo
pico de casos de covid-19 foi iniciado em janeiro de 2022 (SE 01 a 04), periodo
no qual a SES-DF registrou a maior R(t) do periodo analisado (2,61, no dia 20
de janeiro -SE 03). Na Cidade Estrutural o maior numero de casos desse
altimo pico foi observado na SE 06.

A intensidade dos picos foi decrescendo ao longo do tempo. No
primeiro pico, observou-se maior numero de pessoas com sindrome gripal
procurando atendimento. Na SE 11 de 2021 foi registrado 54% de positividade
para SARS-CoV-2, a segunda maior encontrada ao longo do ano avaliado. Na
SE 11 de 2021 foi registrado 54% de positividade para SARS-CoV-2, a
segunda maior encontrada ao longo do ano avaliado. Os demais picos foram

caracterizados pelo nimero cada vez menor de atendimentos, mas nao
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necessariamente com menor positividade para SARS-CoV-2. Na semana 39
de 2021, ja no segundo pico, foi registrada a maior positividade, de 58%.

As medidas de prevencao, tais como uso de mascaras, distanciamento
social, e principalmente a vacinagdo contribuiram para diminuicdo da
intensidade dos picos. Em populacdes vulnerdveis, como da Cidade
Estrutural, a vacinacéo é a medida mais importante e talvez a Gnica que possa
ser praticada efetivamente, considerando o cenario da regido. A vacinacao no
Brasil foi iniciada no dia 17 de janeiro de 2021, com a importacéo de 6 milhdes
de doses de CoronaVac pelo Instituto Butantan (GIOVANETTI et al., 2022).
Segundo informativo epidemiolégico da SES-DF, e considerando a
populacao-alvo de 18 anos ou mais, até o dia 01 de abril de 2021, 12,9% da
populacao ja havia recebido a primeira dose (D1) e 3,27% a segunda (D2).
Em comparativo, durante o segundo pico, que se iniciou em na SE 39,
setembro de 2021, a cobertura vacinal de D1 estava em 80,6% e de D2 em
42,7% para maiores de 18 anos. A vacinacao de jovens de 12 a 17 anos teve
inicio no dia 05 de agosto no DF e a cobertura de D1 estava em 50,1%. O
terceiro pico, com inicio na SE 02 de 2023, foi o de menor intensidade e
corrobora com maior cobertura vacinal. Até o dia 06 de dezembro o DF
registrou cobertura, considerando populacdo maior de 18 anos, de D1 de
88,3% e de D2 de 77,3%. E em jovens de 12 a 17, cobertura de D1 de 80,2%.
Estudos mostram o impacto da vacinagdo na reducédo de incidéncia de
hospitalizagbes e mortes, especialmente em individuos vulneraveis com
comorbidades e outros fatores de risco (MOGHADAS et al., 2021)(YI et al.,
2022).

Desde o inicio da pandemia de covid-19 a emergéncia de novas
variantes tem sido uma grande preocupacdo de saude publica. A variacao
gendmica tipica de virus de RNA resulta em mutacfes, que por sua vez,
podem ter consequéncias como aumento de transmissibilidade,
patogenicidade, e escape imunolégico (CAMP et al., 2021). No caso do
SARS-CoV-2, logo na fase inicial da pandemia em 2020, ficou evidente que a
evolucéo viral seria um desafio. Em fevereiro de 2020, a mutacao D614G, foi

detectada na Europa, e variantes contendo essa mutagdo rapidamente se
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tornaram dominantes (GROVES; ROWLAND-JONES; ANGYAL, 2021).
Nesse contexto, a vigilancia gendmica é essencial para a rapida identificacéo
de novas mutacbes e para auxiliar na tomada de decisdes frente a uma
mudanca no cenario epidemiolégico (CAMP et al., 2021).

Buscando celeridade e menor custo, muitos laboratérios de
diagnoéstico, como o nosso, passaram a utilizar a RT-qPCR para detectar
mutacdes especificas e determinar a variante presumida ao inves de realizar
sequenciamento parcial ou completo do genoma (CAMP et al.,, 2021). A
genotipagem realizada neste estudo permitiu a deteccdo prospectiva e
oportuna de 3 picos principais, sendo cada um deles causado pela circulagéo
de uma nova variante de SARS-CoV-2 na Cidade Estrutural.

A variante Alpha foi detectada pela primeira vez em setembro de 2020
e foi a primeira variante de preocupacédo declarada pela OMS (CHAVDA;
PATEL; VAGHASIYA, 2022). No DF, ndo existem muitos dados disponiveis
acerca da circulacdo dessa variante, os primeiros casos foram registrados no
final de dezembro de 2020, quando ja havia circulacdo da Gama. Na Cidade
Estrutural, foi detectado apenas um caso dessa variante, na SE 12. Esse
resultado pode ser atribuido ao tempo de inicio do estudo, quando ja havia
predominéancia da variante Gama.

O primeiro pico foi provocado pela variante P.1, posteriormente
denominada Gama. Alguns estudos sugerem que o surgimento dessa variante
tenha ocorrido em novembro de 2020, em Manaus (AM) (GIOVANETTI et al.,
2022)(NAVECA et al., 2021). Em Sao Paulo, a variante Gama rapidamente se
tornou predominante, passando de uma representacao de 20% das amostras
sequenciadas no més de janeiro, para 90% em abril de 2021 (CAMARGO et
al., 2021). No Distrito Federal (DF), o padréo foi o mesmo, foi possivel detectar
a variante Gama ja nas primeiras semanas de janeiro e a partir da SE 11 de
2021 100% das amostras sequenciadas correspondiam a Gama. Na Cidade
Estrutural foi possivel observar a circulagéo dessa variante até o final do més
de julho, quando o cenario passou a ser dominado pela variante Delta.

Em 24 de margo de 2021, a variante Delta (B.1.617) surgiu na india

durante a segunda onda com um conjunto caracteristico de mutacdes (T478K,
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P681R e L452R) que foram responséaveis pelo aumento da infectividade e
imunidade a neutralizac&o por anticorpos (DHAWAN et al., 2022). Em poucos
meses, a variante Delta passou a ser detectada em diversos paises, e
rapidamente tornou-se predominante (CHOI JY, 2021). No Brasil, os
primeiros casos foram registrados na primeira semana de julho de 2021, e 0
primeiro caso detectado na Estrutural foi no dia 02 de agosto de 2021. Em trés
semanas, a variante Delta se sobrepds completamente a Gama, sendo
detectada em 100% das amostras genotipadas na SE 38.

A variante Omicron foi inicialmente detectada na Africa do Sul e
reportada a OMS em 24 de novembro de 2021. Também conhecida como
B.1.1.529, ela rapidamente se espalhou e se tornou uma variante de
preocupacdo. Analises realizadas posteriormente sugeriram que 0 Seu
surgimento esteve associado a circulacdo entre pacientes cronicamente
infectados, & baixa taxa de imunizagdo na Africa ou ainda a evolugédo de
SARS-CoV-2 em outros animais (FAN et al., 2022).

Na Cidade Estrutural, o primeiro caso de Omicron foi detectado na SE
50 de 2021, no dia 29 de dezembro de 2021. Rapidamente, essa nova variante
sobrepujou a Delta, se tornando a Unica variante detectada até a ultima
semana analisada. No Brasil, no dia 27 de dezembro de 2021 a variante
Omicron correspondia a 34% das amostras sequenciadas, esse nimero
passou para 93% em 10 de janeiro de 2022 (XAVIER et al., 2022).
Comportamento semelhante ao encontrado neste estudo. A maior taxa de
transmissibilidade da Omicron em relacdo a Delta explica essa rapida
substituicdo das variantes em areas de transmissdo comunitaria, e pode ser
atribuida principalmente a capacidade de evasdo imunoldgica, alteracdes na
entrada e no tropismo celular apresentadas pela variante Omicron (FAN et al.,
2022). Devido a alta taxa de mutacdo dessa variante, varias preocupacoes
surgiram, principalmente em relacdo ao efeito dessas mutacdes na resposta
as vacinas, na modulacdo da imunidade do hospedeiro e nas taxas de
transmissao e infectividade (KANDEEL et al., 2022). Inicialmente, haviam sido
relatadas duas subvariantes principais, BA.1 e BA.2 (HACHMANN et al.,

2022). Através da andlise do sequenciamento foi possivel observar a
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circulacao de duas linhagens, BA.1 e BA.1.1. A variante BA.1 foi a linhagem
mais prevalente inicialmente, e gradualmente foi sendo substituida pela BA.2
(FAN et al., 2022).

A utilizacdo do sequenciamento do gene S em parte das amostras
genotipadas por RT-gPCR resultou em concordancia de 100%, mostrando
gue ambas as técnicas podem auxiliar no rastreamento de novas variantes de
SARS-CoV-2 com um custo e complexidade menores. A combinacdo de
vigilancia gendmica usando essas duas metodologias foi aplicada em outro
estudo e foi capaz de fornecer informacdes acerca da diversidade de sub-
linhagens da Omicron e um retrato da situacéo epidemiolégica local (REIS et
al., 2024).
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7. Concluséo

Sistemas de vigilancia locais podem ajudar a monitorar mudancas
sazonais na circulagdo de virus respiratorio. Nesse sentido, a pandemia de
SARS-CoV-2 destacou a importancia da vigilancia voltada para a comunidade
e demonstrou a importancia dos testes moleculares e dos ensaios de
sequenciamento genémico como estratégias para a caracterizacdo molecular
e vigilancia epidemiolégica de infeccBes respiratorias virais.

Neste estudo, ensaios de metagendmica realizados com amostras
nasofaringeas levaram a uma melhor caracterizacao do perfil de circulacdo de
virus ao longo da pandemia e permitiram a deteccéo de infec¢des por outros
virus respiratérios em pacientes atendidos com SG e com testagem negativa
para SARS-CoV-2, além de comprovarem a auséncia da circulacdo sazonal
tipica de FIUA na temporada de 2021. Além disso, infec¢cdes ndo esperadas
por arbovirus CHIKV também foram detectadas por meio de metagenémica
em pacientes atendidos com SG, comprovando a utilidade do ensaio para a
deteccdo de agentes etiolégicos em amostras bioldégicas consideradas
alternativas.

Como alternativa ao sequenciamento genémico, ensaios de RT-gPCR
se mostraram viaveis para a deteccdo rapida e oportuna de variantes de
SARS-CoV-2 (Alfa, Gama, Delta e Omicron).

Utilizando-se diferentes abordagens moleculares, foi possivel realizar
a vigilancia da circulacao de virus respiratorios em uma populacao vulneravel,

residente na Cidade Estrutural, durante o periodo de um ano.
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Letter to the Editor

Viral metagenomics in nasopharyngeal swabs of Brazilian =
patients negative for SARS-CoV-2 unveils the presence of (55
Chikungumya virus infection

Dear editor,

We read with great interest the manuscript published by Le
et al. reporting the detection of Rhinovirus and SARS-CoV-2 co-
infection by wiral metagenomics [1]. The application of metage-
nomics is useful for the management of COVID-19 patients and
gives essential information for the presence of co-infections which
additionally can worsen the clinical prognosis. The authors of the
above-cited study tested exclusively patients with a SARS-CoV-
2 confirmed infection. A syndromic surveillance data obtained in
Brasilia, Brazil showed that only 33% of patients were SARS-CoW-2
positive. We therefore applied viral metagenomics on SARS-CoV-2
negative samples in order to characterize the co-circulating res-
piratory viruses in the Federal District of Brazil. Currently, pan-
pathogen assays based on viral metagenomics uncover a variety of
Fungus, bacterial and wiral co-infections in COMID-19 patients [2,3]
which justifies the application of metagenomics in order to detect
other circulating respiratory viruses. Moreover, there is no infor-
mation on which respiratory viroses most commonly co-circulate
in the examined Brazilian region.

In this study, samples were obtained from residents of the
Cidade Estrutural, Federal District of Brazil, who sooght primary
healthcare for suspicion of COWID-19. The ecological and de-
mographic characteristics of the examined region (Fig 1A) fa-
vor the emergence and re-emergence of viral infections includ-
ing respiratory, food- and arthropod-borne. Patients with COVID-
19-like symptoms for 3 to 10 days who sought medical assis-
tance at a primary health center at the Cidade Estrutural, be-
tween March and May 2020 were included. All of them signed a
written informed consent approved by the Ethics Commission of
the Faculty of Medicine, University of Brasilia (CEP-FM/UnB, CAAE
30,8302.42071001.5558; CAAE 40557,020630015553) and Fun-
dag3o de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Sadde (FEPECSSES/IDE,
CAAE 40,557,020.6.3001.5553). Masopharyngeal swabs (MN5) were
routinely collected for SARS-CoV-2 molecular diagnosis. The viral
metagenomics was performed on 160 patients (58 males and 102
females; average age of 3321234 years of age] who presented neg-
ative SARS-CoW-2 RT-PCR results. The N5 were initially centrifuged
at low speed for cell depletion and pretreated with 20 U DNAse
per sample (Ambion). Eight samples were then pooled and sub-
jected to KMA extraction, reverse transcription and amplification
as previously described [4]. Genomic libraries were prepared us-
ing llumina DNA prep kit ([llumina) with the IDT for llumina
DMA/ENA UD indexes following the manufacturer's instructions.
The sequencing was performed in [llumina NovaSeq 6000 platform
using the MNovaSeq 6000 51 Reagent Kit (300 cycles) ([Humina).
The virome abundance was accessed using a previously established

hittps:f fdci_ceg] J0.M0VG] jicd 202112.001

bioinformatic pipeline [4]. In brief, the pipeline was composed of
FastQC w.0.11.08, Trimmomatic v.0.3.9, Cutadapt v. 2.4, AfterQ)C v.
097, Kraken2 v2.0.8, Spades 3.13.0, and Diamond 0.9.29 software.
The sequence alignment and editing of the important contigs was
performed using MAFFT v7453 and Aliview programs. The maxi-
mum likelihood tree was reconstructed using IQ-TREE v16.12 with
a statistical support of 1000 bootstrap replicates.

The metagenomic analysis of 160 M5 samples assembled into
20 pools revealed Chikungumya wirus (CHIEV] genomic reads into
twa pools (namely, 11 and 18). These two pools generated a total
abundance of 10654714 reads from which just 3357 were classi-
fied as viral {0.03%), which was mormal as viruses did not make
part of the normal microbial composition of the nasopharym. We
classified as CHIKV 46 reads in pool 11 and 92 reads in pool 18.
The identification of CHIKV reads in NS puzzled us and therefore
we proceeded to test samples from the CHIKV-positive pools us-
ing Reverse Transcription PCR (RT-PCR). RT-PCR assays were carried
out with two previously described sets of primers detecting both
circulating in Brazil CHIKV genotypes |5] in Applied Biosystems™
QuantStudic™ 5 Real-Time PCR Systemn. Two samples of the NS
showed RT-PCR positive results for CHIKY, one sample from each
CHIEV-positive pool. The amplification threshold (Ct) of both sam-
ples demonstrated well-presented viral load (Cts were 2B and 26
respectively) (Fig. 1B). The positive samples belonged to patients
with suspicion of SARS-CoV-2 infection. One of them was a female,
33 years old patient who reported fever, headache, jaundice, myal-
gia and earache. The other patient was male individual with 41
years of age, who reported fever, myalgia, retro-orbital pain, cough,
headache, algesia, jaundice, anosmia, hyporexia and consciousness
changes.

Here, the potential of metagenomics to detect unsuspected viral
agents in any type of clinical sample has been demonstrated, while
it was also revealed that arthropod-borme viruses (arbowiruses)
were largely neglected during the SARS-CoV-2 pandemic. While
the N5 is a common procedure to diagnose influenza, SARS, MERS-
CoW, COVID-19 and other respiratory infections, the sampling of
blood is the procedure of choice for arbowviral diagnosis [6] Al-
though saliva has also been a suitable clinical sample for CHIEV
RMA detection during the first week after symptoms onset |7.3],
to our knowledge this is the first report showing the metage-
nomic evaluation and confirmation of CHIKW BENA in N5 samples.
The detection of CHIKV EMA was only possible due to the appli-
cation of metagenomics, since CHIKY infection was not suspected
as a causative agent of the reported symptoms. The presence of
multiple viruses co-circulating in a symptomatic population may
hide the presence of less-expected wiral agents, mainly during the
COVID-19 pandemic, which was our case, Therefore, viral metage-
nomics is a powerful diagnostic tool not only for analysis of the
viral diversity in clinical samples but also provides important in-
formation regarding epidemiological surveillance and circulating

OIE3-4453)0 2021 The British Infaction Association. Published by Elzavier Ltd. All rights reserved.
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Fig. 1. Estrutural City location map, CHIKV confirmatory RT-qPCR assay and maximum likelihood tree. A) The Cidade Estrutural has 40,000 inhabitants of whom 4000 are
waste pickers and has the lowest HDI of the Federal District of Brazil. The city borders the Brasilia National Forest, which is an environmental protection area of 423.6
km? characterized by the typical wooded savanna (Cerrado) (landmark 1), and Cabeceira do Valo, where residents often farm vegetables (landmark 2); B) Representative
amplification plot of confirmatory RT-qPCR assay showing the CHIKV positive control (observe 1), positive sample from pool 18 (observe 2) and positive sample from pool
11 (3). C) Approximate maximum likelihood tree of the obtained Chikungunya virus (CHIKV) contigs during the metagenomic analysis of nasopharyngeal swabs (2 contigs of
655 and 718 bp belonging to the nonstructural polyprotein). In the phylogenetic reconstruction 397 complete CHIKV genomes obtained from the GenBank were used under
the GTR+G4+F nucleotide substitution model with a statistical support of 1000 bootstrap replicates. The phylogenetic tree showed 3 major clades comprising the CHIKV
genotypes. Our samples (red dots) were clustered along the CHIKV East-Central-South African genotype, which by far is the most common genotype in Brazil.

viruses [9]. In support of this, we performed phylogenetic analy-
sis of the obtained viral contigs, which identified the circulation of
ECSA CHIKV genotype, the most widely spread CHIKV genotype in
Brazil (Fig. 1C).

In summary, our study demonstrates the use of viral metage-
nomics for identification of unsuspected viral agents in NS of pa-
tients showing respiratory symptoms, but negative for SARS-CoV-2
RNA. This investigation draws the attention to the circulation of
viruses, which are clinically important but have been largely ne-
glected/unsuspected during the SARS-CoV-2 pandemic but must
be included in the differential diagnosis of the patients. Despite
the significant advantages of the metagenomics for virus identifi-
cation, some issues like cost-efficiency, need of high-cost equip-
ment and laboratory expertise must be carefully analyzed in re-
gards to metagenomic application for diagnostic purposes espe-
cially in resource-limited countries.
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