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Ministério da Saude

L NST TO LEONIDAS
& MARIA DEANE
FIOCRUZ I M D ocruz Amazoénia

Fundagao Oswaldo Cruz

Investigaciao sobre o surto de dengue no segundo semestre de 2022 nos
municipios da regido do Alto Solimées, regido da triplice-fronteira

Brasil, Colombia e Peru - Relatorio preliminar.

1. Preambulo.

No final do més de novembro de 2022, a Fundacao de Vigilancia em Saude do
Amazonas — Dra. Rosemary Costa Pinto (FVS-RCP) solicitou ao Instituto Lednidas e
Maria Deane (ILMD-Fiocruz Amazonia) — dentro do acordo de colaboragdo técnico-
cientifica entre as instituicdes — a caracterizagdo genética de amostras positivas para o
virus dengue, oriundas do Laboratério de Fronteira do Amazonas (LAFRON-AM) que
identificou um surto de dengue na regido do Alto Solimdes. Os casos estdo concentrados,
principalmente, nos municipios mais proximos a triplice fronteira internacional Brasil-
Colombia-Peru. Assim, foram enviadas ao ILMD 15 (quinze) amostras positivas para
dengue, provenientes dos municipios de Atalaia do Norte, Benjamin Constant, Sdo Paulo

de Olivenga e Tabatinga.

2. Distribuicido de casos de dengue ao longo dos anos de 2021 e 2022 nos municipios
de Atalaia do Norte, Benjamin Constant, Sio Paulo de Olivenca e Tabatinga - regiio

do Alto Solimdes, Amazonas, Brasil.

Conforme dados obtidos pelas equipes do LAFRON-AM/LACEN-AM/FVS-RCP,
houve aumento de casos de dengue confirmados laboratorialmente em 2022 na regido do
Alto Solimdes, estado do Amazonas, Brasil. Esse aumento de casos se deu especialmente
a partir da SE 31 nos municipios de Atalaia do Norte ¢ Benjamin Constant, conforme
pode ser observado na Figura 1. Por este motivo, foi iniciada uma investigagdo gendmica

dos casos em questdo pela equipe do ILMD-Fiocruz Amazonia.
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Casos de dengue nos municipios investigados confirmados laboratorialmente pelo LAFRON-AM ou

LACEN-AM usando os métodos: 1) detecgdo de antigeno NSI, 2) detecgdo de anticorpos IgM ou 3)

’

detecgdo de RNA viral por RT-PCR em tempo real (ZDC). E importante destacar a mudanga de cenario

epidemioldgico, com aumento de casos principalmente nos municipios de Benjamin Constant e Atalaia do

Norte no segundo semestre de 2022. Graficos criados com Graphpad Prism 9.4.1.
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3. Espécimes bioldgicos, sequenciamento nucleotidico e obtencido de genomas

consensos.

Ao chegar no ILMD, os espécimes biologicos foram processados pela equipe do
ntcleo de Vigilancia de Virus Emergentes, Reemergentes ou Negligenciados (VIVER)
do laboratorio de Ecologia de Doengas Transmissiveis na Amazonia (EDTA). As
amostras de soro ou plasma foram entdo submetidas a extracao de 4cidos nucleicos totais
com esferas magnéticas em equipamento semiautomatizado (Promega Maxwell), seguido
da deteccdo do RNA viral do dengue por RT-PCR em tempo real, conforme protocolo do
CDC/EUA para os quatro sorotipos do virus dengue !l. As amostras foram identificadas
como pertencentes ao sorotipo DENV-2.

O material genético viral foi entdo submetido ao sequenciamento nucleotidico
utilizando o painel de vigilancia viral da empresa /llumina (VSP w ILMN RNA Prep w
Enrich) em plataforma NextSeq 1000 instalada no ILMD, de acordo com as orientagdes
do fabricante. O manual /llumina RNA Prep with Enrichment (L) Tagmentation (#
1000000124435 v03, abril 2021) descreve as etapas para a preparacao de bibliotecas
genOmicas virais, por meio de um método de captura hibrida das regides de interesse,
com o uso de sondas biotiniladas, enriquecimento e sequenciamento completo do genoma
de 66 virus, permitindo a detec¢do de mutacdes e novas linhagens sem vieses.

Os arquivos FastQ obtidos de cada amostra foram submetidos as etapas de
checagem de qualidade e remogao de duplicatas, sendo entdo utilizados para a montagem
de genomas consenso no programa Geneious Prime v2022.2.2. Os genomas consensos
obtidos variaram em tamanho de 10.600 até 10.711nt, ou 98,9 até¢ 99,9% do genoma de
referéncia do DENV-2 (NC _001474), sem sitios ambiguos ou ndo-identificados (“Ns”).

4. Identificacdo do genotipo do DENV-2.

Os genomas das amostras do Amazonas foram inicialmente submetidos a
identificacdo do gendtipo do virus dengue usando a ferramenta web Flavivirus

Genotyping Tool Version (.1. Esta analise mostrou que os genomas sequenciados nessa

investigacao pertencem ao genotipo II, ou Cosmopolita, do DENV-2 (Bootstrap support:
100.0). As caracteristicas socio-demograficas e laboratoriais dos casos de dengue

analisados na investigagdo estao resumidas na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas socio-demograficas e laboratoriais dos casos de dengue analisados na investigacao.

Codigo de identificagdo Idade Sexo Data da Coleta | Municipio da Coleta Sorotipo Ct ILMD Genétipo Tamanho pb Accession
Fiocruz-ILMD-FVSRCP_AR2200001 26 Feminino 2022-10-11 Atalaia do Norte DENV-2 28,5 II - Cosmopolita 10654 0P941832
Fiocruz-ILMD-FVSRCP_AR2200002 29 Feminino 2022-11-03 Atalaia do Norte DENV-2 19,7 II - Cosmopolita 10706 0P941833
Fiocruz-ILMD-FVSRCP_AR2200003 10 Feminino 2022-11-03 Atalaia do Norte DENV-2 24,7 II - Cosmopolita 10698 0P941834
Fiocruz-ILMD-FVSRCP_AR2200004 35 Feminino 2022-11-04 Atalaia do Norte DENV-2 21,6 II - Cosmopolita 10706 0P941835
Fiocruz-ILMD-FVSRCP_AR2200005 10 Feminino 2022-11-01 Atalaia do Norte DENV-2 26,5 II - Cosmopolita 10676 0P941836
Fiocruz-ILMD-FVSRCP_AR2200006 70 Masculino 2022-11-02 Tabatinga DENV-2 241 II - Cosmopolita 10706 0P941837
Fiocruz-ILMD-FVSRCP_AR2200007 31 Masculino 2022-11-03 Tabatinga DENV-2 24,6 II - Cosmopolita 10676 0P941838
Fiocruz-ILMD-FVSRCP_AR2200008 47 Masculino 2022-10-18 Benjamin Constant DENV-2 21,9 II - Cosmopolita 10662 0P941839
Fiocruz-ILMD-FVSRCP_AR2200009 25 Masculino 2022-10-18 Benjamin Constant DENV-2 24,6 II - Cosmopolita 10698 0P941840
Fiocruz-ILMD-FVSRCP_AR2200010 36 Masculino 2022-10-19 Benjamin Constant DENV-2 21,0 II - Cosmopolita 10706 0P941841
Fiocruz-ILMD-FVSRCP_AR220001 1 35 Masculino 2022-10-24 Benjamin Constant DENV-2 25,7 II - Cosmopolita 10709 0P941842
Fiocruz-ILMD-FVSRCP_AR2200012 51 Feminino 2022-10-24 Benjamin Constant DENV-2 20,9 II - Cosmopolita 10711 0P941843
Fiocruz-ILMD-FVSRCP_AR2200013 49 Feminino 2022-11-06 S. P. de Olivenca DENV-2 30,6 II - Cosmopolita 10600 0P941844

Ct = valor do cycle threshold na reagao de RT-PCR em tempo real realizada no ILMD-Fiocruz Amazdnia. Genotipagem: https://www.rivm.nl/mpf/typingtool/flavivirus/

Accession: numero de acesso do NCBI GenBank (Foi solicitada a liberagdo imediata das sequéncias, tdo logo haja a revisdo pelo staff do GenBank).
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5. Reconstrucio filogenética do dataset global do DENV-2 Cosmopolita por maxima

verossimilhanca.

A busca na base de dados do GenBank retornou 703 genomas do DENV-2
Cosmopolita com tamanho minimo de 9.000nt (utilizamos esse ponto de corte para incluir
o genoma do primeiro caso de DENV-2 Cosmopolita identificado no Brasil, OM744143,
cujo tamanho sequenciado ¢ de 9.289nt). Do total identificado na busca, 525 genomas
foram confirmados como pertencentes ao genotipo Cosmopolita, através de analise com

a ferramenta Genome detective Dengue virus tool.

Genomas com menor qualidade, isto €, aqueles com >1% de sitios ndo identificados
(“Ns”) ou redundantes (idénticos) foram removidos com auxilio da ferramenta prinseq-
lite-0.20.4 2. Ao final, 495 genomas do dataset global, incluindo sete do Brasil, foram
adicionados aos 13 obtidos nessa investigacdo, sendo alinhados com a ferramenta
MAFFT v7.409 Bl Apés a inspe¢do manual do alinhamento outros dois genomas,
oriundos da Malésia, foram removidos do dataset por conterem frameshifts inesperados.
Portanto, o dataset final utilizado nesta etapa das analises contém 506 genomas (regiao
codificantes - CDS) do genotipo Cosmopolita do DENV-2.

Esse dataset foi entio submetido ao programa IQ-TREE2 v2.1.1 ¥ para
reconstrucdo filogenética por maxima verossimilhanga utilizando modelo TIM2+F+R4,
de acordo como 0 ModelFinder !, sendo os valores de suporte calculados com os testes
Shimodaira—Hasegawa approximate likelihood-ratio test (SH-aLRT) 61 e Ultrafast
bootstrap (UFBoot) "],

Com o resultado dessa analise foi possivel observar que os genomas do Amazonas,
juntamente com os outros sete genomas do DENV-2 Cosmopolita previamente
encontrados no Brasil (Goias, Aparecida de Goidnia [OM744143] B ¢ Sdo Paulo,
Piracicaba [ON634742, ON634745, ON634755 ¢ ON634756], Sao Jos¢ dos Campos
[ON634743] e Santa Rosa do Viterbo [ON634750]), agrupam em um clado monofilético
com alto suporte estatistico (SH-aLRT e UFBoot 100/100), Figura 2 A e B.
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Figura 2. Reconstruciao filogenética por maxima verossimilhanca do dataset global do genétipo II, Cosmopolita, do DENV-2
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A. Arvore filogenética contendo 506 genomas (CDS) do gen6tipo Cosmopolita do DENV-2 reconstruida pelo método de maxima verossimilhanga no programa IQ-TREE2. A
arvore foi enraizada no ponto central, com os ramos sendo organizados em ordem crescente. Cada genoma esta representado por circulos coloridos de acordo com o pais de
coleta (ver escalas de cores), com excec¢do do Brasil, para o qual foi realizada a subdivisdo entre as amostras do Amazonas, Sdo Paulo ¢ Goias. Todas as edigdes realizadas no

programa FigTree v1.4.4.

B. Imagem ampliada do clado contendo as amostras brasileiras e peruanas. Os valores de suporte dos testes SH-aLRT e UFBoot sdo mostrados para os principais ramos.
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6. Reconstruciao espaco-temporal da introducio do DENV-2 Cosmopolita no

Amazonas, Brasil

Para estimar quando houve a introducdo do DENV-2 Cosmopolita no Amazonas
nos investigamos, inicialmente, o sinal temporal do clado de interesse (sombreado em
azul na Figura 2A e B) com a ferramenta TempEst v1.5.3 1. Os resultados mostraram
que o clado contém uma razodvel estrutura temporal (correlation coeficient = 0.59; R
squared = 0.34), mas que esta ¢ afetada negativamente por quatro genomas que poderiam
ser considerados outliers. Ao remover esses genomas, encontramos valores de suporte
mais altos (correlation coeficient = 0.96, R squared = 0.92). Sendo assim, as andlises
subsequentes utilizaram esse dataset sem outliers.

A reconstrucao da dispersao espago-temporal foi realizada por inferéncia Bayesiana
no programa BEAST v1.10.4 U utilizando modelo de filogeografico continuo
(GTR+G4|RRW _Cauchy|UCLD|Skygrid), escolhido ap6s andlise de MLE (marginal
likelihood estimation: path sampling (PS) / stepping-stone sampling). Uma corrida de
MCMC foi realizada com 200 milhdes de geragdes, sendo a convergéncia confirmada
pelos pardmetros de ESS > 200, observados no software Tracer v1.7.1 ['1, Todas as

inferéncias Bayesianas foram realizadas utilizando a estrutural computacional do portal

CIPRES (Cyberinfrastructure for Phylogenetic Research, https://www.phylo.org)

Os resultados da analise filogeografica continua suportam uma introdugao muito
recente do DENV-2 Cosmopolita no Amazonas, sendo o més mais provavel agosto de
2022, com intervalo de confianca de junho até outubro de 2022 (tMRCA 2022-08-16
[2022-06-28, 2022-10-03]). A trajetoria de disseminagdo do DENV-2 Cosmopolita até
sua chegada no Amazonas pode ser observada na Figura 3.

Finalmente, tantos os resultados da analise filogeografica utilizando o modelo
discreto reversivel (dados ndo mostrados), quanto o continuo, suportam que a introdugao
do genodtipo Cosmopolita no Amazonas ¢ um evento independente da introducao prévia

em Goias ou Sao Paulo, sendo sua origem mais provavel oriunda do Peru.
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Figura 3. Introducio e disseminacido espaco-temporal do genotipo Cosmopolita do

DENV-2 no Amazonas.
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A analise mostra a introdu¢do do DENV-2 Cosmopolita no Amazonas (A) com dissemina¢do nos
municipios de Atalaia do Norte, Benjamin Constant, Sdo Paulo de Olivenga e Tabatinga (frame: final de
outubro de 2022), detalhado em B. Também ¢é mostrada a introdug@o no estado de Sado Paulo. A introdugéo
no Amazonas, estimada através da analise filogeografica continua, ocorre entre o periodo de junho até

outubro de 2022 (tMRCA 2022-08-16 [2022-06-28, 2022-10-03]). A representagdo da difusdo espaco-

temporal foi realizada com o programa Spread4 ') (https:/spreadviz.org/home), com base na arvore de

maxima credibilidade de clados (MCC) da inferéncia filogeografica continua. O arquivo de coordenadas
GeoJSON foi criado no programa QGIS v3.14 (https://qgis.org/) com base nos arquivos de formato
Shapefile obtidos do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

(https://portaldemapas.ibge.gov.br/portal.php#homepage).
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7. Consideracoes finais

Ao analisarmos os dados epidemioldgicos e genéticos disponiveis até o presente
momento, foi possivel observar que o aumento de casos de dengue ocorrido na regido do
Alto Rio Solimdes, em especial nos municipios de Atalaia do Norte e Benjamin Constant,
acontece no segundo semestre de 2022 (Figura 1). Esse aumento acontece mais
precisamente a partir da semana epidemiologica 31 (31/07/2022 a 06/08/2022), portanto,
anterior ao periodo sazonal de aumento de casos de dengue no Amazonas, o qual
normalmente coincide com a temporada de maiores médias pluviométricas — novembro
e margo (http://climanalise.cptec.inpe.br/~rclimanl/boletim/cliesp10a/fish.html).

Pelo descrito anteriormente, o aumento de casos de dengue na regido investigada
coincide com o periodo estimado para a introdu¢do do DENV-2 Cosmopolita no
Amazonas (tMRCA 2022-08-16 [2022-06-28, 2022-10-03]).

No entanto, outros fatores, tais como climaticos (por exemplo, La Nifia, que ocorre
desde 2020) e o indice de infestagdo pelo Aedes aegypti, aterido normalmente pelo
LIRAa, também podem estar relacionados ao aumento de casos de dengue na regido.
Experimentos adicionais encontram-se em andamento para melhor caracterizar a

investigacao do surto na regido do Alto Solimdes.

Manaus-AM, 05 de dezembro de 2022.
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