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RESUMO 

 

INTRODUÇÃO: A febre Chikungunya é uma doença autolimitada causada pelo vírus 

chikungunya (CHIKV), que é transmitido pela picada de mosquitos hematófagos infectados do 

gênero Aedes. A maioria dos indivíduos infectados apresentam sintomas dentro de 4 a 7 dias, 

como febre, exantema maculopapular, poliartralgia e mialgia. Os casos de chikungunya no 

Brasil são registrados desde que o vírus foi identificado pela primeira vez no país em 2014. Em 

2018, o Brasil registrou 87.687 casos prováveis da doença, dos quais, 52.966 casos (60,4%) 

ocorreram apenas na região Sudeste. O estado do Rio de Janeiro experienciou uma grande 

epidemia causada pelo CHIKV em 2016, 18.516 casos prováveis. A emergência do CHIKV 

tem levantado preocupação devido à rápida disseminação do vírus em nova áreas geográficas e 

às características clínicas associadas à infecção. OBJETIVO: Diante do exposto, o objetivo 

deste estudo foi investigar a epidemiologia genômica do vírus chikungunya circulante no estado 

do Rio de Janeiro. MATERIAIS E MÉTODOS: Nós empregamos o método de 

sequenciamento por nanoporos, que permite a geração de muitos dados em poucas horas. 

RESULTADOS: Nós geramos com sucesso 11 sequências genômicas do CHIKV a partir de 

amostras de soro de pacientes sintomáticos residentes em sua maioria (n=6) no município do 

Rio de Janeiro. As cinco amostras restantes foram de pacientes residentes em quatro municípios 

vizinhos. As análises filogenéticas, empregando a abordagem do relógio molecular, revelaram 

que as cepas circulantes no Rio de Janeiro pertenciam ao genótipo africano ECSA e 

provavelmente este foi introduzido neste estado por volta de julho de 2014. Isto significa que o 

vírus circulou despercebidamente por 16 meses antes dos primeiros relatos oficias de 

transmissão autóctone no estado do Rio de Janeiro. CONCLUSÕES: Ambos os dados 

epidemiológicos e filogenéticos sugerem que as cepas da linhagem ECSA foram introduzidas 

no Rio de Janeiro a partir dos eventos de dispersão do CHIKV da região Nordeste para outras 

regiões do Brasil. 

 

Palavras-chave: Vírus Chikungunya, Rio de Janeiro, Epidemiologia genômica, MinION, 

Sequenciamento.  
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ABSTRACT 

 

INTRODUCTION: Chikungunya fever is a self-limited disease caused by chikungunya virus 

(CHIKV), which is transmitted by the bite of infected hematophagous mosquitoes of the genus 

Aedes. Most infected individuals present symptoms within 4 to 7 days, such as fever, 

maculopapular rash, polyarthralgia and myalgia. Cases of chikungunya in Brazil are recorded 

since the virus was first identified in the country in 2014. In 2018, Brazil reported 87,687 

probable cases of the disease, of which 52,966 cases (60.4%) occurred in the Southeast region 

only. The state of Rio de Janeiro experienced a major epidemic caused by CHIKV in 2016, 

reporting 18,516 probable cases. The emergence of CHIKV has raised concern due to the rapid 

spread of the virus into new geographic areas and the clinical features associated with the 

infection. OBJECTIVE: Thus, the objective of this study was to investigate the genomic 

epidemiology of chikungunya virus circulating in the state of Rio de Janeiro. MATERIALS 

AND METHODS: We used the nanopore sequencing method that allows the generation of 

large amounts of data in a few hours. RESULTS: We successfully generated 11 CHIKV 

genomic sequences from serum samples from symptomatic patients residing mostly (n = 6) in 

the city of Rio de Janeiro. The remaining five samples were from patients residing in four 

neighbouring municipalities. Phylogenetic analyses, using the molecular clock approach, 

revealed that the strains circulating in Rio de Janeiro belonged to the ECSA African genotype 

and this genotype was likely introduced in the state around July 2014. This means that the virus 

circulated unnoticed for 16 months before the first official reports of autochthonous 

transmission in the state of Rio de Janeiro. CONCLUSIONS: Both epidemiological and 

phylogenetic data suggest that strains from ECSA lineage were introduced into Rio de Janeiro 

from CHIKV dispersion events from Northeast region of Brazil to others Brazilian regions.  

 

Key-words: Chikungunya virus, Rio de Janeiro, Genomic epidemiology, MinION, Sequencing. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 A FEBRE CHIKUNGUNYA  

 

A febre Chikungunya é uma doença causada pelo vírus chikungunya (Chikungunya 

virus - CHIKV), que é transmitido pela picada de mosquitos hematófagos infectados, como 

Aedes aegypti e Aedes albopictus, os mesmos vetores transmissores do vírus da febre amarela, 

dengue e zika (REINHOLD et al., 2018).   

Os indivíduos infectados pelo CHIKV apresentam sintomas similares aos da dengue, 

como febre alta de rápido início (>39ºC), exantema maculopapular, dor de cabeça e fadiga 

(WEAVER; LECUIT, 2015). Estima-se que 87–98% dos pacientes apresentam poliartralgia, 

sendo este o sintoma com valor preditivo positivo maior que 80% (THIBERVILLE et al., 2013; 

WEAVER; LECUIT, 2015). Mialgia, predominantemente nos braços e coxas, também tem sido 

observada em mais de 50% dos casos (THIBERVILLE et al., 2013). Ao contrário da dengue, a 

maioria dos indivíduos infectados pelo CHIKV são sintomáticos, os quais apresentam os 

sintomas clínicos característicos dentro de 4-7 dias (THIBERVILLE et al., 2013).  

Dois estágios da infecção pelo CHIKV foram descritos. O estágio de infecção aguda 

caracteriza-se por uma carga viral alta (107 pfu/ml em média), com a duração média da viremia 

de 6 dias e com resolução em uma a duas semanas dos sintomas da febre, mialgia, artralgia e 

exantema (BURT et al., 2017; THIBERVILLE et al., 2013). Após o estágio agudo, alguns 

pacientes apresentam persistente artralgia e dor musculoesquelética (RODRÍGUEZ-

MORALES et al., 2016). O estágio crônico, que pode durar até três anos, apresenta significante 

variação na intensidade e frequência das manifestações clínicas, como dores articulares, fadiga, 

inchaço e rigidez matinal (BURT et al., 2017; CUNHA; TRINTA, 2017). As dores articulares 

do estágio crônico geralmente são debilitantes e podem levar à incapacitação persistente que 

requer tratamentos de longo prazo (WEAVER; LECUIT, 2015).  

Embora os casos de morte por chikungunya sejam raros, os pacientes podem estar em 

maior risco de apresentar complicações graves da doença quando outras comorbidades crônicas 

estão associadas (CUNHA; TRINTA, 2017). As comorbidades relatadas como mais prevalentes 

entre pacientes infectados por CHIKV foram hipertensão, seguida por diabetes, doenças 

cardíacas e asma (BADAWI et al., 2018). Uma proporção 4-5 vezes maior da presença dessas 

condições crônicas foi observada em pacientes com idade acima de 50 anos quando comparada 

com pacientes mais jovens (BADAWI et al., 2018).  
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Até o momento não há tratamento específico ou vacina disponível para prevenir a 

infecção pelo CHIKV (REZZA; WEAVER, 2019). O tratamento é direcionando primariamente 

para aliviar os sintomas da doença, com a prescrição de anti-inflamatórios não-esteroides, 

antipiréticos e analgésicos (WHO, 2019). Métodos preventivos envolvem o controle dos 

mosquitos vetores da doença, com o uso de inseticidas, repelentes e eliminação dos criadouros 

com água parada, e a redução do risco de exposição da pele ao mosquito com o uso de telas de 

proteção, calças e camisas de manga longa (WHO, 2019).  

 

1.2 O VÍRUS CHIKUNGUNYA  

 

A epidemia de uma doença desconhecida, com sinais clínicos semelhantes a dengue, foi 

registrada entre 1952-1953 na região do Makonde, Tanzânia (antiga Tanganica), África 

Oriental (ROBINSON, 1955). ROSS (1956) após isolar o agente infeccioso a partir do soro de 

pacientes na fase aguda, verificou que se tratava de um vírus, nomeado como chikungunya, um 

termo local que pode ser traduzido como “doença que dobra as articulações”, devido à 

gravidade dos sintomas de dores articulares induzidos pela doença.  

O CHIKV é classificado como um membro do gênero Alphavirus, da Família 

Togaviridae (STRAUSS; STRAUSS, 1994). A família Togaviridae também inclui o gênero 

Rubivirus, unicamente representado pelo vírus rubella, causador da rubéola (CHEN et al., 

2018). O gênero Alphavirus, por sua vez, inclui arbovírus com distribuição geográfica ampla, 

presente em todos os continentes, exceto Antártica, e causam doenças em seres humanos e 

animais (POWERS et al., 2001). Encefalite é causada pelos vírus encefalite equina venezuelana 

(VEEV), vírus encefalite equina do leste (EEEV) e o vírus encefalite equina do oeste (WEEV), 

enquanto que artralgia e febre alta são causadas pelos vírus do rio Ross (RRV), vírus O’nyong-

Nyong (ONNV), vírus mayaro (MAYV), vírus sindbis (SINV) e o vírus chikungunya  

(CHIKV). Além disso, doenças neurológicas também têm sido associadas à infecção pelo vírus 

CHIKV (ACEVEDO et al., 2017; MEHTA et al., 2018; SCHUFFENECKER et al., 2006; 

VIEIRA et al., 2018). 

Análises filogenéticas revelaram que o CHIKV apresenta quatro genótipos (ou 

linhagens), nomeadas de acordo com sua distribuição geográfica (POWERS et al., 2000) 

(Figura 1).  O genótipo África Ocidental compreende cepas isoladas originalmente na Nigéria 

e no Senegal (POWERS et al., 2000). O genótipo Asiático inclui originalmente isolados de 

países asiáticos, tais como Índia, Tailândia e Filipinas (POWERS et al., 2000). O genótipo 

Leste-Central-Sul-Africano (ECSA) é originalmente enzoótico na África, compreendendo 
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cepas isoladas inicialmente na antiga República Sul-Africana, Tanzânia, na região Centro-

Africana, e Uganda (POWERS et al., 2000). Por último, a linhagem Oceano Índico (IOL), 

descendente da linhagem ECSA, consiste em cepas que foram isoladas durante uma epidemia 

registrada em ilhas do Oceano Índico, tais como Comoros e La Reunion, no subcontinente 

Indiano e no sudeste asiático (POWERS, 2011; SCHUFFENECKER et al., 2006). Apesar da 

existência de quatro genótipos, o CHIKV possui apenas um sorotipo descrito após verificação 

da alta similaridade antigênica entre os quatro genótipos (AUERSWALD et al., 2018).  

 

Figura 1. Relações filogenéticas entre isolados representantes dos quatro genótipos do CHIKV. Nessa 

filogenia fica visível a descendência da linhagem Oceano Índico a partir do genótipo ECSA. Números 

indicam os valores de reamostragem por bootstrap. Fonte: Adaptado de SCHUFFENECKER et al. 
(2006). 

 

 

1.2.1 Organização estrutural do genoma do vírus chikungunya 

 

O genoma do CHIKV, assim como em outros alfavírus, consiste em uma molécula de 

RNA fita simples de polaridade positiva com tamanho de aproximadamente 12 kb (YAP et al., 

2017) (Figura 2). O genoma viral possui dois quadros abertos de leitura (ORFs), a região 5′ é 

“encapada” (do inglês capped), enquanto a extremidade 3′ é poliadenilada (SHARMA et al., 

2018). A extremidade 5′ do genoma codifica quatro proteínas não estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 
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e nsP4) envolvidas na replicação (YAP et al., 2017). A extremidade 3′ do genoma, por sua vez, 

codifica cinco proteínas estruturais, a proteína C do capsídeo, a glicoproteína E1, 6K e a 

poliproteína precursora p62 (ou pE2), que é posteriormente clivada, originando as 

glicoproteínas E2 e E3 (YAP et al., 2017). As proteínas estruturais estão envolvidas no processo 

de entrada do vírus na célula hospedeira, montagem dos nucleocapsídeos e brotamento de vírus 

a partir da membrana da célula hospedeira (SHARMA et al., 2018). 

 

 

Figura 2. Organização do genoma do CHIKV e produtos gênicos (nsP1–nsP4, proteína do capsídeo, 

E1, E2, E3, 6K). Duas ORFs estão presentes no genoma do CHIKV. A poliproteína precursora P1234 

após sofrer clivagem origina as quatro proteínas não-estruturais (nsP1-nsP4). O precursor pE2, por sua 

vez, origina as proteínas estruturais (C, E1, E2, E3) e a proteína 6k. Fonte: Adaptado de SOLIGNAT et 

al. (2009). 

 

 

O vírus possui um núcleo central com as proteínas do capsídeo organizadas 

icosaedricamente cercando o genoma (LONG et al., 2015) (Figura 3). O cerne do 

nucleocapsídeo é envelopado por uma membrana lipídica, derivada da membrana da célula 

hospedeira, na qual as glicoproteínas E1 e E2 estão inseridas (LONG et al., 2015). A partícula 

viral madura possui um diâmetro de 700 Å e sua superfície externa é composta por 80 

peplômeros, estruturas proeminentes expostas na superfície que são formadas por três cópias 

de um heterodímero de E1 e E2 (LONG et al., 2015; PORTA et al., 2016). 
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Figura 3. Reconstrução por microscopia crio-eletrônica de partículas semelhantes ao CHIKV imaturo. 

(A) Mapa tridimensional do CHIKV imaturo. Uma unidade assimétrica icosaédrica é marcada por um 

triângulo preto. (B) Representação da organização interna da proteína do capsídeo do CHIKV imaturo. 

(C) Secções transversais centrais do CHIKV imaturo. Componentes do vírus são mostrados em cores 

diferentes, conforme indicado na legenda na figura. (D) Visão ampliada da região delineada pelo 

retângulo preto em C. A montagem de uma estrutura E1-p62-C é mostrada no mapa do CHIKV imaturo. 

Fonte: Adaptado de YAP et al. (2017). 

 

1.2.2 Ciclo replicativo do vírus chikungunya 

 

O ciclo de replicação viral do CHIKV é essencialmente semelhante ao ciclo descrito 

para outros alfavírus (Figura 4) (SOLIGNAT et al., 2009). A replicação ocorre no citoplasma 

das células de ambos hospedeiros vertebrados e mosquitos (SOLIGNAT et al., 2009). Os 

vírions entram na célula hospedaria por endocitose mediada por clatrinas, após interações das 

glicoproteínas E2 com receptores da membrana da célula hospedeira, tais como CD209, 

proibitina (PHB), glicosaminoglicanos e CLEC4M (ASHBROOK et al., 2014; SCHWARTZ; 

ALBERT, 2010; VAN DUIJL-RICHTER et al., 2015b).  Após endocitose, os vírions são 

incluídos em endossomos, cujo ambiente interior de ph baixo promove mudanças 

conformacionais nas glicoproteínas E1/E2 do envelope viral, levando à dissociação da 
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glicoproteína E1, que por sua vez, induz a fusão da membrana viral com a membrana plasmática 

do endossomo (VAN DUIJL-RICHTER et al., 2015a; VOSS et al., 2010). Como consequência, 

o nucleocapsídeo viral é liberado no citoplasma da célula hospedeira (SCHWARTZ; ALBERT, 

2010).  

 

 

Figura 4. Ciclo de replicação dos alfavírus. Após endocitose da partícula viral, o genoma viral é 

liberado no citoplasma, onde ocorre a replicação e a síntese das proteínas virais que irão compor os 

novos vírions, cuja maturação ocorre junto a membrana plasmática. Fonte: Adaptado de SCHWARTZ e 

ALBERT (2010). 

 

No citoplasma, o nucleocapsídeo se desintegra e libera o RNA viral (SCHWARTZ; 

ALBERT, 2010). A replicação do RNA do CHIKV é precedida por sua tradução que gera a 

produção de poliproteínas precursoras que após clivagem originam as proteínas não-estruturais 

nsP1-nsP4 (BURT et al., 2017). A proteína madura nsP1 atua na síntese da fita negativa do 

RNA viral, enquanto a nsP1 possui atividade de protease, RNA helicase e RNA trifosfatase 

(BURT et al., 2017; SCHWARTZ; ALBERT, 2010).  nsP3, por sua vez, faz parte da unidade 

da replicase, e nsP4 consiste na RNA polimerase viral (BURT et al., 2017; SCHWARTZ; 

ALBERT, 2010).  
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As proteínas não-estruturais formam o complexo de replicação que sintetiza incialmente 

a fita negativa do RNA viral, que servirá de fita molde para a síntese da fita positiva de vários 

RNAs genômicos (49S) e subgenômicos (26S) (RUPP et al., 2015). A tradução RNA 

subgenômico 26S resulta na síntese da poliproteína precursora das cinco proteínas estruturais 

(C, E1, E2, E3, 6K) (SCHWARTZ; ALBERT, 2010; SOLIGNAT et al., 2009). A proteína 

precursora pE2 é exportada para a membrana plasmática onde é clivada originando as proteínas 

E2 e E3 (SCHWARTZ; ALBERT, 2010). As proteínas estruturais são necessárias para a 

formação dos vírions maduros que ocorre na membrana plasmática da célula hospedeira 

(SCHWARTZ; ALBERT, 2010). A montagem dos novos vírions é promovida pela ligação 

entre o nucleocapsídeo e o RNA viral, e o recrutamento das glicoproteínas do envelope 

(SCHWARTZ; ALBERT, 2010; SOLIGNAT et al., 2009). Na membrana da célula ocorre o 

brotamento das partículas virais montadas, com um cerne icosaédrico (SCHWARTZ; 

ALBERT, 2010).  

 

1.2.3 Aspectos imunopatogênicos da infeção pelo vírus chikungunya 

 

Nos últimos anos, o conhecimento sobre a patogênese da infecção pelo CHIKV tem sido 

derivado de estudos in vitro e in vivo com modelos animais com ratos e primatas não-humanos. 

Cada modelo oferece facetas únicas sobre a patogênese da chikungunya, e também nenhum 

deles recapitulam completamente a infeção pelo CHIKV em humanos (TANABE et al., 2018b).  

Em relação ao tropismo celular do CHIKV nas infeções humanas, tem-se relatado, em 

experimentos de cultura de tecido, a replicação do CHIKV em células aderentes, tais como 

células primárias endoteliais e epiteliais, fibroblastos e macrófagos derivados de monócitos 

(SCHWARTZ; ALBERT, 2010). A replicação do vírus também tem sido observada em células 

satélites musculares humanas, no entanto, o vírus não consegue infectar, in vitro, linfócitos e 

células dendríticas derivadas de monócitos (SCHWARTZ; ALBERT, 2010; TANABE et al., 

2018b). A infecção por CHIKV mostrou-se altamente citopática em cultura de células que 

rapidamente sofrem morte celular por apoptose após a infecção (SCHWARTZ; ALBERT, 

2010). Em cérebros de modelos murinos, o vírus foi capaz de infectar astrócitos e 

oligodendrócitos, e induzir a produção, por células microgliais, de citocinas e moléculas pro-

apoptóticas como IL-12, IFN-α e TNF-α (DAS et al., 2015). 

Após a picada por mosquito infectado, o CHIKV replica-se na pele e então dissemina-

se, através do sangue, para o fígado e articulações (SCHWARTZ; ALBERT, 2010). Após o 

período de incubação de 2 a 10 dias surgem os sintomas clínicos da doença (WEAVER et al., 
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2018). No estágio agudo, linfopenia aguda é frequentemente relatada, a carga viral pode atingir 

108 partículas virais por mL de sangue, e uma correlação positiva tem sido observada entre o 

aumento da carga viral e o aumento nos níveis de citocinas e quimiocinas como IFN-α, IL-6, 

IL-12, IL-1RA, CXCL10/IP-10, e CCL2/MCP-1 (CHOW et al., 2011; SCHWARTZ; 

ALBERT, 2010).  

O estágio agudo da doença é marcado por um aumento significativo dos componentes 

da resposta imune celular que leva a ativação das células inatas natural killer (NK) (HOARAU 

et al., 2010). Monócitos e macrófagos derivados de monócitos parecem estar envolvidos com 

a patologia das dores articulares associadas à doença (TANABE et al., 2018b). Experimentos 

in vitro mostraram que sinoviócitos humanos primários semelhantes a fibroblastos são 

suscetíveis à infecção por CHIKV e o sobrenadante dessas células infectadas induzem a 

diferenciação de monócitos/macrófagos em células semelhantes à osteoclastos (PHUKLIA et 

al., 2013). Estas células levam à produção de altos níveis de mediadores da artrite, tais como 

IL-6 e TNF-α (PHUKLIA et al., 2013; TANABE et al., 2018b).  

As respostas da imunidade inata e adaptativa parecem estar conectadas pela participação 

das células dendríticas (DCs) na apresentação de antígenos (TANABE et al., 2018b). Em 

macacos infectados, DCs mostraram-se resistentes à infecção pelo vírus e a mobilização dessas 

células foi observada após a infecção de astrócitos de ratos neonatos sujeitos a injeção 

intracerebroventricular do CHIKV (DAS et al., 2015).  

Evidência da resposta imune adaptativa aparece aproximadamente uma semana depois 

que a infecção é resolvida (SCHWARTZ; ALBERT, 2010). Em humanos e em ratos, a 

produção de anticorpos anti-CHIKV, que tem primariamente como alvo a proteína do envelope 

viral E2, leva a clearance (remoção) do vírus (TANABE et al., 2018b). Tais anticorpos 

mostraram-se persistente por até 21 meses após o início da doença no plasma de pacientes em 

fase convalescente (5-14 dias após início da doença) (KAM et al., 2012a). Anti-CHIKV IgG é 

detectado no início da fase convalescente e a aparência precoce desse anticorpo está associada 

à proteção contra as complicações crônica da doença (KAM et al., 2012b).  

A ativação e proliferação de linfócitos T CD8+ foi observada apresentando pico no 

estágio inicial agudo da doença em pacientes infectados (WAUQUIER et al., 2011). A resposta 

imune mediada por linfócitos T CD4+, por sua vez, aumenta na final do estágio agudo doença 

(WAUQUIER et al., 2011). Além disso, células T CD4+ específicas ao CHIKV têm sido 

associadas à inflamação independente de IFN-γ nas articulações (TEO et al., 2013).  

Durante o estágio crônico da doença, os macrófagos parecem atuar como reservatórios 

celulares do CHIKV persistente e como reguladores do balanço da resposta imunes dos tipos 
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Th1/Th2 nos tecidos danificados (TANABE et al., 2018b). A persistência de células infectadas 

e/ou de antígenos virais desencadeariam repostas pró-inflamatórias prolongadas, com a 

liberação de IL-6 e GM-CSF (TANABE et al., 2018b; WEAVER et al., 2018). Tem-se 

argumentado que citocinas, como IL-6 e TNF, promovem atividade osteoclástica e têm sido 

associadas à osteoclastogênese que pode contribuir para os efeitos da fase crônica da doença 

(GANESAN et al., 2017).  

 

1.2.4 Epidemiologia  

 

Desde que o CHIKV foi identificado pela primeira vez no leste da África, vários surtos 

foram registrados no continente africano, incluindo o surto mais recente registrado no Sudão 

com mais de 13.000 casos até outubro de 2018 (WHO, 2018). A soroprevalência da infecção 

por CHIKV na África tem sido estimada de 9,7% para IgM e 16,4% para IgG (SIMO et al., 

2019). Análises filogenéticas indicam que a dispersão do CHIKV ocorreu a partir do leste 

Africano para o sul e sudeste da Ásia (WEAVER; FORRESTER, 2015). Desde então, o vírus 

tem sido identificado em mais de 60 países, e mais de 70 epidemias foram registradas ao redor 

do mundo entre 1959-2016 (MASCARENHAS et al., 2018; WHO, 2019) (Figura 5). 

Desde 1960 surtos de chikungunya têm sido reportados na África e Ásia, com grande 

atividade nos anos 60 e 80 e então uma diminuição na atividade até 2004 (ZELLER et al., 

2016). Ainda, entre 1999 e 2000, a República Democrática do Congo declarou a ressurgência 

da epidemia de chikungunya após 39 anos, com aproximadamente 50.000 pessoas afetadas 

(PASTORINO et al., 2004). Durante o período 2004 até 2010 epidemias foram registradas 

sequencialmente no Quênia, Senegal, Sudão, Camarões e Gabão (THIBERVILLE et al., 2013). 

Em 2011, uma epidemia de chikungunya foi registrada pela primeira vez na República do 

Congo (KELVIN, 2011). 

Na Ásia, os surtos de chikungunya foram inicialmente associados e confundidos com 

epidemia de dengue (ZELLER et al., 2016). Grandes surtos foram observados na Tailândia no 

início dos anos 1960, e na Índia do início dos anos 1960 até a década de 1970 (PETERSEN e 

POWERS, 2016). Aproximadamente 31% da população de Bangkok, Tailândia, foi infectada 

durante o surto de 1962 (PETERSEN; POWERS, 2016). O primeiro surto de chikungunya na 

Malásia foi registrado em 1998, enquanto que na Indonésia, após um intervalo de 15 anos, 

surtos esporádicos foram identificados em várias regiões entre 2001 e 2002 (LARAS et al., 

2005). 
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Figura 5. Mapa do mundo com os países onde cadeias autóctones (localmente iniciadas) de transmissão 

do CHIKV foram identificadas. Além do continente africano, O genótipo ECSA já foi identificado na 

América e Europa (França). A linhagem do Oceano Índico também foi registrada na França e Itália. 

Fonte: Adaptado de REZZA e WEAVER (2019). 

  

 

Cepas do CHIKV identificadas nas regiões central e sul da África foram agrupadas e 

classificadas como linhagem ECSA (POWERS et al., 2000). Enquanto que cepas isoladas 

durante surtos na Ásia entre 1958 e 1973 foram agrupadas em um grupo monofilético chamado 

de linhagem asiática (POWERS et al., 2000). Análises filogenéticas têm estimado que as 

linhagens ECSA e Asiática divergiram a cerca de 100 anos atrás (VOLK et al., 2010). Ambas 

as linhagens ECSA e Asiática são responsáveis por epidemias e o fato de que ambas 

reemergiram quase simultaneamente após anos de relativamente pouca atividade sugere que 

forças similares podem estar influenciando a reemergência dessas linhagens (PETERSEN; 

POWERS, 2016). 

Em 2004, uma epidemia de chikungunya na costa do Quênia registrou quase meio 

milhão de casos, que mais tarde atingiu algumas ilhas no sudeste do Oceano Índico 

(Madagáscar, Seychelles, Maurícia, Mayotte e Réunion) (THIBERVILLE et al., 2013).  

Análises filogenéticas indicaram que as cepas circulantes durante a epidemia no Oceano Índico 

eram derivadas do genótipo ECSA e então foram incluídas na linhagem IOL 

(SCHUFFENECKER et al., 2006). Estudos posteriores com alguns isolados da linhagem IOL 

mostraram que a epidemia em La Réunion, Oceano Índico, estava associada à uma cepa que 
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apresentava uma mutação (E1-A226V) no gene da glicoproteína do envelope viral, que conferiu 

um aumento na eficiência da replicação do CHIKV no mosquito Aedes albopictus, levando ao 

aumento no potencial de transmissão do vírus (SCHUFFENECKER et al., 2006; 

TSETSARKIN et al., 2007; VAZEILLE et al., 2007). 

Durante o pico da epidemia de chikungunya envolvendo cepas da linhagem IOL no 

Oceano Índico e Ásia, milhares de viajantes infectados promoveram a importação do vírus para 

outras regiões no mundo (ROSSINI et al., 2016). A cepa IOL dispersou a partir da ilha La 

Reunion para o subcontinente indiano, causando mais de um milhão de casos da doença entre 

2005-2006 (HIGUERA; RAMIREZ, 2019; REZZA; WEAVER, 2019). A partir da Índia a 

linhagem IOL se espalhou rapidamente para o sudeste da Ásia, Itália (2007) e França (2010), 

com casos importados alcançando várias regiões no mundo (REZZA et al., 2007; PANNING 

et al., 2008; CHEN et al., 2016). O surto de chikungunya na Itália, que envolveu 

aproximadamente 300 pessoas, representou o primeiro surto registrado no clima subtropical 

numa área que possui apenas o Aedes albopictus como espécie vetor (Petersen e Powers, 2016). 

Do início de 2006 até 2010 a linhagem ECSA foi a linhagem mais prevalente em alguns 

países da Ásia, porém isso foi ultrapassado subsequentemente pela linhagem Asiática 

(HIGUERA; RAMIREZ, 2019). Após várias décadas com poucos relatos de surtos ou casos de 

chikungunya na Ásia, a linhagem Asiática esteve envolvida na reemergência do CHIKV na 

Malásia em 2006 e foi o genótipo mais prevalente na Indonésia e Filipinas entre os anos de 

2007 e 2014 (ZELLER et al., 2016; WAHID et al., 2017). Em 2011 cepas da linhagem Asiática 

estiveram circulando em diferentes regiões da Indonésia e causaram um pequeno surto na Nova 

Caledônia após dois viajantes infectados retornarem da Indonésia, onde o vírus tem circulado 

por pelo menos uma década (PETERSEN; POWERS, 2016; ZELLER et al., 2016). A linhagem 

Asiática subsequentemente foi identificada durante surtos na Papua Nova Guiné (2012), em 

Yap nos Estados Federados da Micronésia (2013), em Tonga, Samoa, Samoa Americana, 

Tokelau, e polinésia francesa (2014) e na República de Kiribati e nas ilhas Cook (2015) 

(WEAVER; REISEN, 2010; CHEN et al., 2016) 

Os primeiros casos autóctones de chikungunya no hemisfério ocidental ocorreram na 

ilha de Saint Martin após disseminação da linhagem Asiática, filogeneticamente relacionada 

com os vírus identificados nos Estados Federados da Micronésia, Filipinas e Indonésia 

(LEPARC-GOFFART et al., 2014; PETERSEN; POWERS, 2016). A partir de Saint Martin a 

linhagem Asiática se espalhou para outras 26 ilhas do Caribe e para outros 14 países do 

continente Americano, resultando em mais de 1 milhão de casos relatados em 2014 nas 

Américas (PAHO/WHO, 2015).  
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No Brasil, os primeiros casos autóctones causados pela linhagem Asiática foram 

registrados em setembro de 2014 no município de Oiapoque, estado do Amapá, na região norte 

do país (NUNES et al., 2015). Naquele mesmo mês também foi identificado pela primeira vez 

no Brasil a presença da linhagem ECSA na cidade de Feira de Santana, Bahia, introduzida por 

um viajante infectado que retornou da Angola. Identificação da transmissão autóctone genótipo 

ECSA na Bahia sinalizou a emergência e o estabelecimento deste genótipo no país (NUNES et 

al., 2015). Desde então, o genótipo ECSA tem se espalhado para outros estados brasileiros das 

regiões Nordeste e Sudeste, exercendo uma ameaça à saúde pública, especialmente devido à 

cocirculação de outros arbovírus, tais como dengue e zika, que causam manifestações clínicas 

semelhantes (CHARLYS DA COSTA et al., 2017; CUNHA, M. D. P. et al., 2017; CUNHA, 

M. S. et al., 2017; LESSA-AQUINO et al., 2018; TANABE et al., 2018a). 

A linhagem ESCA foi identificada em 11 cidades do estado de Sergipe num estudo em 

2016 (CUNHA, M. D. P. et al., 2017). Tanabe et al. (2018a) sequenciaram e caracterizaram o 

surto de chikungunya no estado de Alagoas em 2016, cujas cepas circulantes estavam 

relacionadas as cepas da linhagem ECSA da Bahia e de Sergipe. Em Maceió, CHarlys da Costa 

et al. (2017) sequenciaram 23 amostras do CHIKV e verificaram que a linhagem ECSA foi 

introduzida no estado de Alagoas a partir e um evento único de introdução de uma cepa 

possivelmente oriunda do estado da Bahia em 2015.  Casos autóctones de chikungunya em 2016 

também foram relatados no estado do Rio Grande do Sul, onde tem-se registrado também a 

cocirculação de dengue e zika (GREGIANINI et al., 2017). Além da circulação da linhagem 

Asiática na região amazônica do Brasil, a introdução e  o estabelecimento da linhagem ECSA 

naquela região foram caracterizados por Naveca et al. (2018) que estimaram que esta linhagem 

foi introduzida em 2016 na cidade de Boa Vista, Roraima, a partir da região Nordeste do Brasil 

e verificaram a substituição do genótipo Asiático pelo genótipo ECSA naquela região.  

O Brasil relatou 277.882 casos prováveis de infecção pelo CHIKV em 2016, e 185.593 

casos 2017 (BRASIL, 2018; 2019). Em 2018, o país registrou 87.687 casos prováveis, dos quais 

52.966 casos (60,4%) ocorreram apenas na região Sudeste (BRASIL, 2019). Nesta região, o 

estado do Rio de Janeiro registrou uma epidemia com 18.516 casos prováveis até a semana 

epidemiológica 52 de 2016 (BRASIL, 2018). A epidemia persistiu, levando o estado a reportar 

39.725 casos prováveis em 2018, com os municípios do Rio de Janeiro (10.062 casos) e São 

Gonçalo (6.261 casos) estando entre os municípios mais afetados pela epidemia (BRASIL, 

2019).  
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1.3 APLICAÇÃO DE MÉTODOS DE BIOINFORMÁTICA NO ESTUDO DA 

EPIDEMIOLOGIA GENÔMICA DE VÍRUS 

 

Os vírus de RNA são caracterizados por uma alta taxa de mutação que dirige a evolução 

viral (DUFFY et al., 2008). As altas taxas de mutação, associadas à seleção e à possibilidade 

de recombinação contribuem para a variabilidade genética nas populações virais (DUFFY et 

al., 2008; POSADA-CESPEDES et al., 2017). A existência de diferentes cepas virais possui 

relevância clínica, uma vez que a heterogeneidade genética tem implicações significativas na 

patogênese, virulência, persistência, resistência à vacinas e drogas antivirais, e provavelmente 

contribui para o tropismo tecidual (POSADA-CESPEDES et al., 2017). Nesse sentido, a 

tecnologia de sequenciamento tem sido empregada em muitas aplicações clínicas, para a 

identificação de novos ou insuspeitos patógenos, assim como para a avaliação da diversidade 

genética de vírus que causam doenças no ser humano (BARZON et al., 2013; POSADA-

CESPEDES et al., 2017).  

Novas tecnologias têm permitido a produção de grandes quantidades de dados 

genômicos em um tempo relativamente curto (POSADA-CESPEDES et al., 2017). Essas 

tecnologias são coletivamente chamadas de sequenciamento de alto rendimento, e têm 

permitido a caracterização genética de muitas cepas virais e de mutações de baixa frequência, 

que têm relevância no contexto de resistência à drogas, pois tais mutações podem facilitar a 

adaptação viral levando à falha do tratamento (POSADA-CESPEDES et al., 2017; 

VANDENHENDE et al., 2014).  

O advento da tecnologia de sequenciamento por nanoporos permitiu a geração de longas 

sequências de DNA a partir do sequenciamento de molécula única de DNA em tempo real 

(GOODWIN et al., 2016). Tal tecnologia é empregada no sequenciador portátil da Oxford 

Nanopore Technologies, MinION, no qual o sequenciamento acontece quando uma molécula 

de RNA ou RNA atravessa uma proteína formadora de poro inserida numa membrana 

(GOODWIN et al., 2016). Uma corrente elétrica é aplicada no poro, e a passagem da molécula 

de DNA através do poro provoca alterações no padrão da corrente elétrica, que são identificadas 

por um chip associado (GOODWIN et al., 2016). Uma vez que cada mudança de voltagem é 

característica para a molécula, os registros dos padrões de alteração na corrente elétrica são 

analisados por um programa de computador, que por sua vez, faz a identificação da sequência 

de nucleotídeos presentes na molécula de DNA sequenciada (GOODWIN et al., 2016).  

O sequenciador portátil MinION tem sido empregado em situações de campo durante 

epidemias virais, como por exemplo, durante a epidemia de Ebola em 2014 no Oeste da África, 
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e durante os trabalhos em um laboratório móvel instalado em um ônibus do projeto Zibra 

realizado no Nordeste do Brasil em 2016, no contexto da epidemia de Zika (FARIA et al., 

2017b; QUICK et al., 2016). Ainda no Brasil, o MinION também foi empregado na 

caracterização genômica da transmissão selvática do vírus da Febre Amarela durante o surto 

registrado na região Sudeste entre 2016-2017 (FARIA et al., 2018).  

Os dados genômicos podem ser empregados para informar não apenas o diagnóstico de 

patógenos, mas também a epidemiologia. A epidemiologia genômica utiliza análises genômicas 

para inferir dinâmicas epidemiológicas de emergência a partir do genoma de vírus amostrados 

e sequenciados em curtas escalas de tempo epidêmica (GRUBAUGH et al., 2019). 

O emprego da abordagem do relógio molecular permite estimar a taxa evolutiva do 

genoma viral a partir da diversidade genética de uma população viral (DOS REIS et al., 2016). 

A taxa evolutiva indica quando os isolados amostrados compartilharam um ancestral comum 

(GRUBAUGH et al., 2019). Tal informação fornece um limite inferior sobre quando um surto 

iniciou, por exemplo, e por quanto tempo o vírus estava circulando antes da descoberta 

(GRUBAUGH et al., 2019).  

Análises filogenéticas permitem inferir uma árvore que representa as relações 

filogenéticas entre os genomas virais amostrados e que apresenta ramos medidos em unidade 

de tempo (GRUBAUGH et al., 2019). Cada ramo indica eventos de transmissão viral de um 

caso para o próximo, fornecendo informações sobre o surto que se desdobra, que podem ser 

usadas para identificar as cadeias  de transmissão para entender as redes de “quem-infectou-

quem” e assim, contribuir com  informações que possam ser usadas para interromper a 

disseminação do vírus e reduzir a magnitude do surto (HALL et al., 2016).  

Inferências filogenéticas baseadas em dados genômicos também permitem estimar a 

taxa na qual o vírus pode estar se espalhando dentro da população e também fornecem 

informações sobre o papel de uma transmissão zoonótica durante um surto (GRUBAUGH et 

al., 2019; VOLZ et al., 2009). Além disso, informações genômicas permitem descobrir a 

identidade e a localização geográfica do hospedeiro reservatório de um vírus (GRUBAUGH et 

al., 2019). Os métodos de inferência filogeográfica, por sua vez, permitem reconstruir uma 

história detalhada da dispersão de um vírus a partir da origem do surto (FARIA et al., 2011). 

Essas análises fornecem estimativas da localização para cada nó ancestral numa árvore 

filogenética, usando modelos estocásticos, e também podem esclarecer os fatores que 

impulsionaram a disseminação do vírus, através da integração dos dados genômicos do vírus 

com conjuntos diversos de metadados (GRUBAUGH et al., 2019).   

 



28 
 

 

  



29 
 

2 JUSTIFICATIVA 

 

A epidemia de zika e chikungunya no Brasil evidenciou a escassez de dados genômicos 

sobre as cepas epidêmicas circulantes, como consequência dos reduzidos esforços empregados 

para a realização da vigilância genômica de vírus emergentes (FARIA et al., 2017b; FARIA et 

al., 2016). A epidemia de chikungunya no Rio de Janeiro em 2016 registrou uma alta taxa de 

incidência (111,3 casos/100 mil hab.), no entanto, apesar do elevado número de casos, apenas 

18 sequências genômicas do CHIKV isolado no Rio de Janeiro estão disponíveis, e são 

limitadas as informações existentes sobre a dinâmica de dispersão do vírus durante aquela 

epidemia.  

A capacidade do CHIKV de dispersar geograficamente ao redor do mundo está 

associada ao aparecimento de mutações espontâneas no genoma viral que podem resultar na 

adaptação do vírus à diferentes espécies de vetores (CHU; ANG, 2016). Nesse sentido, tem-se 

argumentado sobre a relevância para a saúde pública da implementação de um sistema de 

vigilância que monitore a difusão do vírus e o aparecimento de novas variantes genéticas 

(GARDY; LOMAN, 2017). Tal sistema pode ser alcançado através da implementação de 

métodos de sequenciamento que proporcionem uma melhora na sensibilidade e especificidade 

do diagnóstico, além da integração dos dados genômicos e epidemiológicos, com o objetivo de 

elucidar os padrões de dispersão do vírus durante uma epidemia (GRUBAUGH et al., 2019).  

Nesse sentido, neste trabalho foi empregado uma técnica de sequenciamento por 

nanoporos em tempo real, que permitiu a geração de novas sequências do genoma completo do 

CHIKV, contribuindo com o aumento da quantidade de dados genômicos disponíveis em 

bancos de dados públicos sobre o CHIKV circulante no Brasil. Sequências do genoma completo 

viral permitem a realização de análises filogenética mais robustas e auxiliam na identificação e 

caracterização de possíveis novas variantes genéticas e mutações que confiram aumento da 

eficiência na replicação viral (VOLK et al., 2010). As análises filogenéticas realizadas neste 

estudo fornecem informações sobre os eventos de transmissão viral, assim como a aprovável 

data do evento de introdução do CHIKV no estado do Rio de Janeiro, contribuindo, dessa forma, 

para a compreensão do estabelecimento e da dinâmica epidemiológica do CHIKV em áreas 

urbanas do Rio de Janeiro. 
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3 HIPÓTESE 

 

A epidemia de chikungunya no estado do Rio de Janeiro em 2016 foi causada por um 

evento de introdução de uma cepa da linhagem ECSA oriunda da região Nordeste do Brasil. 

 

4 OBJETIVOS 

 

4.2  GERAL 

 

Investigar a epidemiologia genômica do vírus chikungunya circulante no estado do Rio 

de Janeiro. 

 

4.3   ESPECÍFICOS  

 

a. Sequenciar o genoma do CHIKV a partir de amostras biológicas com diagnóstico 

molecular positivo; 

b. Identificar o genótipo dos isolados sequenciados; 

c. Reconstruir a filogenia do CHIKV circulante no Rio de Janeiro; 

d. Identificar os eventos de introdução do CHIKV no Rio de Janeiro; 

e. Estimar a data de introdução do CHIKV no Rio de Janeiro;  
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Abstract: The emergence of chikungunya virus (CHIKV) has raised serious concerns due to the virus 39 
rapid dissemination into new geographic areas and the clinical features associated with infection. To 40 
better understand CHIKV dynamics in Rio de Janeiro, we generated 11 whole genomes by means of 41 
real-time portable nanopore sequencing of virus isolates obtained directly from clinical samples. Our 42 
phylogenetic reconstructions indicated the circulation of the East-Central-South-African (ECSA) 43 
lineage during the 2016 epidemic in Rio de Janeiro. Time-measured phylogenetic analysis combined 44 
with CHIKV notified case numbers revealed the ECSA lineage was introduced in Rio de Janeiro 45 
around July 2014 (95% Bayesian credible interval: March to late November 2014), indicating the virus 46 
was circulating unnoticed in Rio de Janeiro for 16 months before the first confirmed cases. These 47 
findings reinforce that continued genomic surveillance strategies are needed to assist in the monitoring 48 
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and understanding of arbovirus epidemics, which might help to attenuate public health impact of 49 
infectious diseases. 50 

Keywords: Chikungunya virus; Rio de Janeiro; East-Central-South-African; molecular clock; nanopore 51 
sequencing; genomic surveillance 52 

 53 

 54 

1. Introduction 55 

Chikungunya virus (CHIKV) infections have been reported worldwide since the virus was first 56 
isolated in Tanzania in 1953 [1]. Over 70 CHIKV epidemics have been reported around the world 57 
between 1959 and 2016 [2]. Only in the Americas, more than 1 million cases were notified in 2017, with 58 
Brazil reporting 185,593 cases [3,4].  59 

CHIKV is an Alphavirus from the Togaviridae family that is transmitted via the bite of infected A. 60 
aegypti and A. albopictus mosquitoes [5,6]. CHIKV infection results in a dengue-like febrile disease, 61 
whose acute phase is characterized by high fever, macular or maculopapular rash, backache, headache, 62 
fatigue, myalgia, and polyarthralgia [7]. Patients may also develop a later chronic condition, with 63 
persistent or relapse symptoms of arthropathy [7]. As the majority of CHIKV infected patients are 64 
symptomatic with varying degrees of joint or musculoskeletal pains and require long-term treatment, 65 
CHIKV represents a serious burden inflected on both public health and economic sector [7-9]. 66 

There are four CHIKV genotypes (or lineages), which have been named based on their 67 
geographical distribution: (i) the West African; (ii) the East/Central/South African (ECSA); (iii) the 68 
Asian; and (iv) the Indian Ocean Lineage (IOL), which emerged from the ECSA lineage between 2005 69 
and 2006 [10-12]. Studies have shown that several IOL strains presented a series of mutations including 70 
the E1-A226V adaptive mutation that confers an increased replication rate in Aedes albopictus, thus 71 
enhancing viral transmission potential [11,13,14]. 72 

Local transmission of the Asian lineage was detected in Brazil for the first time in September 2014 73 
in Oiapoque municipality, in the northern region [15]. Seven days later, a new cluster of CHIKV 74 
infections was notified in the city of Feira de Santana, Bahia state, northeastern Brazil [15]. Sequencing 75 
of three isolates revealed those infections in Bahia were caused by the ECSA lineage, signalling its 76 
emergence and establishment in the country [15]. Since then, the ECSA genotype has been detected in 77 
several other Brazilian states in the northeastern, southeastern and northern regions, exerting a serious 78 
threat to public health, especially because the ECSA lineage is associated with higher symptomatic to 79 
asymptomatic ratio compared with the Asian lineage circulating in the Caribbean [16-21]. 80 

CHIKV infections in Brazil accounted for 277,882 and 185,593 suspected cases in 2016 and 2017, 81 
respectively [22]. In 2018, the country registered 87,687 suspected cases, most of which in southeastern 82 
Brazil (52,966; 60.4%) [3]. In 2016, Rio de Janeiro state reported 18,516 CHIKV suspected cases until 83 
epidemiological week 52 [22]. The epidemic persisted and, in 2018, Rio de Janeiro state reported 39,725 84 
cases, with the municipalities of Rio de Janeiro (10,062 cases) and São Gonçalo (6,261 cases) 85 
municipalities being among the most affected by the epidemic [3]. 86 

Rio de Janeiro state, located in the southeast of Brazil, is a popular tourist destination, which, only 87 
during the Olympic Games in August of 2016, registered the influx of 1,6 million passengers arriving in 88 
12,710 international and domestic flights [23]. The first cases of CHIKV autochthonous transmissions in 89 
Rio de Janeiro were registered in late 2015, although there is some serological evidence of imported 90 
CHIKV infections acquired abroad in 2010 [24-26]. Limited molecular and evolutionary information are 91 
available on the CHIKV epidemic, although sequencing of two partial genomes revealed that the ECSA 92 
lineage was the strain circulating in Rio de Janeiro during the 2016 epidemic [27,28].  93 

Rio de Janeiro state, whose capital city is the second biggest of Brazil, is an important hub for 94 
busyness, tourism and it is well connected to the main metropolitan regions in the country. 95 
Nevertheless, limited information is available about the molecular epidemiology of CHIKV in Rio de 96 
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Janeiro, partly because of insufficient genomic surveillance efforts undertaken, despite increasing case 97 
numbers over the last years. The lack of complete genome sequences available impairs our 98 
understanding of the virus introduction and establishment in the region. We generated 11 complete 99 
genomes collected from 2016 to 2018 using portable nanopore sequencing and present a molecular 100 
epidemiology that sheds new light on the introduction and establishment of ECSA lineage in Rio de 101 
Janeiro. 102 

2. Materials and Methods  103 

2.1. Diagnostic assays  104 

Under the scope of the ZIBRA project, an itinerant virus surveillance project supported by the 105 
Brazilian Ministry of Health (zibraproject.org), we analysed 102 samples from patients presenting 106 
symptoms compatible with arbovirus infection. Those samples were collected by the Central Laboratory 107 
of Public Health that seeked the diagnostic services provided by the National Reference Laboratory for 108 
Epidemiological Surveillance of Arbovirus in the Laboratory of Flavivirus at the Oswaldo Cruz Institute 109 
(IOC) from the Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz), Rio de Janeiro, Brazil. 110 

Serum samples were submitted to nucleic acid purification using the Magmax Pathogen RNA / 111 
DNA kit in a Thermo 5400630 KingFisher Flex Purification System, in a procedure using magnetic beads 112 
in automatic extraction. The RNA detection by RT-qPCR was performed using a Real Time RT-PCR 113 
protocol adapted from [29], using Promega GoTaq Probe 1-Step RT-PCR System Kit in Bioer LineGene 114 
9660 equipment. All procedures were conducted in biological safety cabinets located in physically 115 
separated areas. Negative controls were used in all reactions. 116 

2.2. cDNA synthesis and multiplex tiling PCR 117 

All 102 positive samples were submitted to a cDNA synthesis protocol [30] using ProtoScript II 118 
First Strand cDNA Synthesis Kit. Then, a multiplex tiling PCR was conducted using Q5 High Fidelity 119 
Hot-Start DNA Polymerase (New England Biolabs) and CHIKV sequencing primers scheme (divided 120 
into two separated pools) designed using Primal Scheme (http://primal.zibraproject.org) [31]. The 121 
thermocycling conditions involved 45 cycles, and reaction conditions were previously reported in [31]. 122 

2.3. Library preparation and nanopore sequencing  123 

Amplicons were purified using 1x AMPure XP Beads and cleaned-up PCR products concentrations 124 
were measured using Qubit™ dsDNA HS Assay Kit on a Qubit 3.0 fluorimeter (ThermoFisher). DNA 125 
library preparation was performed on 11 selected samples (selection based on DNA concentration after 126 
clean-up being ≥ 4ng) using the Ligation Sequencing Kit (Oxford Nanopore Technologies) and Native 127 
Barcoding Expansion 1-12 kit, whose reactions conditions have already been described [31], with the 128 
following modifications: both purified PCR products pools were pooled together before barcoding 129 
reactions (taking in consideration each amplicon pool DNA concentrations), and one barcode was used 130 
per sample in order to maximize the number of samples per flow cell. Sequencing library was generated 131 
from the barcoded products using the Genomic DNA Sequencing Kit SQK-MAP007/SQK-LSK208 132 
(Oxford Nanopore Technologies). Sequencing library was loaded onto a R9.4 flow cell, and data was 133 
collected for up to 48 hours, but generally less. Acquisition of the final consensus sequences was 134 
performed following a previously published protocol [31]. 135 

 136 

2.4. Phylogenetic and Bayesian analysis 137 

The 11 new genome sequences reported in this study were initially submitted to a genotyping 138 
analysis performed by Genome Detective virus tool online (https://www.genomedetective.com/). New 139 
sequences were aligned to 242 complete or almost complete CHIKV genome sequences (>10,000 bp), 140 
retrieved from NCBI in November 2018 and covering all four existing lineages. We also included 6 141 

http://primal.zibraproject.org/
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sequences from a recent outbreak in Brazilian Amazon region [16], and 16 sequences from Rio de Janeiro 142 
recently published [32]. Alignment was performed using MAFFT online program [33]. The complete 143 
dataset was assessed for presence of phylogenetic signal by applying the likelihood mapping analysis 144 
implemented in the IQ-TREE 1.6.8 software [34]. A maximum likelihood phylogeny was reconstructed 145 
from the concatenated dataset (n=242) using IQ-TREE 1.6.8 software under the HKY nucleotide 146 

substitution model with 4 gamma categories (HKY+4) which was inferred in jModelTest as the best 147 
fitting model [35].  148 

From the ML generated using the concatenated dataset we selected all ECSA taxa from Brazil 149 
(ECSA-BR dataset) (n=47). In order to investigate the temporal signal in our CHIKV-ECSA dataset, we 150 
regressed root-to-tip genetic distances from this ML tree against sample collection dates using TempEst 151 
v 1.5.1 [36]. The ML phylogeny was used as a starting tree for Bayesian time-scaled phylogenetic 152 

analysis using BEAST 1.10.2 [37]. In the Bayesian analyses, we used a HKY+4 substitution model with 153 
a Bayesian skygrid coalescent model with 20 grid points [38]. We computed MCMC duplicate runs of 154 
50 million states each, sampling every 5.000 steps for the ECSA-BR dataset. Convergence of MCMC 155 
chains was checked using Tracer v.1.7.1 [39]. Maximum clade trees were summarized from the MCMC 156 
samples using TreeAnnotator after discarding 10% as burn-in.  157 

2.5. Epidemiological data assembly 158 

Data of weekly notified CHIKV cases in Brazil were supplied by Brazilian Ministry of Health, and 159 
were plotted using the R software version 3.5.1.  160 

2.6. Ethical statement for patient’s sample collection  161 

The project was supported by the Pan American World Health Organization (PAHO) and the Brazilian 162 
Ministry of Health (MoH) as part of the arboviral genomic surveillance efforts within the terms of 163 
Resolution 510/2016 of CONEP (Comissão Nacional de Ética em Pesquisa, Ministério da Saúde; National 164 
Ethical Committee for Research, Ministry of Health).  165 

2.7. Data availability  166 

XML files, epidemiological data and new genomic sequences (GenBank under accession numbers 167 
MK244632 - MK244642) are available in GitHub repository.  168 

3. Results 169 

To better understand the diversity of CHIKV in some of most affected municipalities from Rio de 170 
Janeiro, we generated 11 CHIKV complete genomes (coverage range 62%-83%, mean=73%) from serum 171 
samples using a nanopore sequencing approach [31]. Mean threshold cycle value of the generated 172 
sequences was 14.86. Most of the isolates are from patients that reside in the municipality of Rio de 173 
Janeiro (n=6), and the other five isolates are from four different neighbouring municipalities. Of the 174 
sequenced samples, 6 are from female and 5 from male patients. Ten samples are from over 40 years old 175 
patients, and one sample is from a 26 years old female. None of the patients had travelled to previous 176 
epidemic areas as indicated by the epidemiological data from the local surveillance service. Sequencing 177 
statistics and epidemiological details of the sequences generated here are available in Table 1 and 2. 178 

Table 1. Epidemiological data for the sequenced samples. 179 

ID Sample Collection date Sex Age Municipality State 

RJ39 Serum 2016-02-19 F 74 Rio de Janeiro RJ 

RJ74 Serum 2016-04-05 M 65 Rio de Janeiro RJ 

RJ83 Serum 2016-04-27 F 88 Rio de Janeiro RJ 

RJ94 Serum 2016-05-02 M 53 Rio de Janeiro RJ 
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RJ95 Serum 2016-05-06 F 53 Rio de Janeiro RJ 

RJ96 Serum 2016-05-10 M 54 Rio de Janeiro RJ 

RJ105 Serum 2016-04-19 F 67 São João de Meriti RJ 

RJ111 Serum 2016-04-05 M 57 Mesquita RJ 

RJ125 Serum 2017-03-07 M 70 São Gonçalo RJ 

RJ127 Serum 2017-03-09 F 26 Niteroi RJ 

RJ137 Serum 2018-02-18 F 49 São João De Meriti RJ 

ID=study identifier; Municipality=Municipality of residence; State= RJ-Rio de Janeiro; F=Female; M=Male. 180 

 181 

Table 2. Sequencing statistics for the 11 new obtained sequences.  182 

ID Accession number Reads Bases Coverage (%) QC Ct 

RJ39 MK244635 58,566 22,587,905 65.7552 1006 14.6 

RJ74 MK244632 103,884 39,905,972 62.3518 1006 10.8 

RJ83 MK244634 56,876 22,567,764 74.0857 1006 14.1 

RJ94 MK244636 64,688 26,009,860 82.5432 1006 14.8 

RJ95 MK244633 65,235 25,887,105 74.5852 1006 15.6 

RJ96 MK244637 82,622 32,005,376 70.8009 1006 14.7 

RJ105 MK244639 51,939 21,750,261 72.5025 1006 15.2 

RJ111 MK244638 163,802 63,997,867 76.7863 1006 19.8 

RJ125 MK244640 68,806 28,017,200 79.8002 1006 13.3 

RJ127 MK244641 73,636 28,692,714 70.1998 1006 15.5 

RJ137 MK244642 126,118 48,272,106 75.8805 1006 15.1 

ID=study identifier; Accession number=NCBI accession number; QC= Quality control of a flow cell-number of 183 
available pores; Ct=RT-qPCR quantification cycle threshold value. 184 

To investigate the phylogenetic relationship of CHIKV in the southeast region of Brazil we 185 
estimated Maximum Likelihood (ML) for a dataset comprising 242 international sequences of the four 186 
CHIKV lineages. We also investigated the Brazilian ECSA clade in more detail using both ML and 187 
Bayesian molecular clock approaches, where we included the recently published ECSA isolates from 188 
Brazilian Amazon region [16].  189 

Our ML phylogeny revealed that the newly generated CHIKV isolates from Rio de Janeiro belong 190 
to the ECSA lineage, clustering with other Brazilian isolates from the northeastern region that also 191 
belong to this lineage (Figure S1). These results were confirmed by a genotyping analysis implemented 192 
in the Genome Detective virus online tool (https://www.genomedetective.com/). 193 

To investigate the time of introduction of the ECSA lineage in the state of Rio de Janeiro, we 194 
performed a sampling time-scaled phylogenetic analysis using a Bayesian Markov Chain Monte Carlo 195 
(MCMC) framework [37]. A regression of genetic divergence from root to tip against sampling dates 196 
confirmed strong temporal signal (r2=0.68). Our Bayesian time-scaled phylogenies showed that ten 197 
(90.9%) genomes generated in this study formed a well-supported clade (posterior probability support 198 
= 1.0) comprising isolates from Rio de Janeiro state, sampled between 2015-2017; while only one isolate 199 
from 2018 (isolate RJ137, Accession number: MK244642) was placed in a different cluster with an isolate 200 
from Paraíba state (Figure 1). Also, an isolate from Sergipe state, northeast Brazil, sampled in 2016, 201 
clustered closely to the Rio de Janeiro clade. The observed clustering of the 2016-2017 CHIKV isolates 202 
reported here probably reflects geographical proximity of the municipalities where samples were 203 
collected in Rio de Janeiro (Figure 2). Although the RJ105 and RJ137 isolates are both from the same 204 
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municipality of São João de Meriti, they have different sampling collection dates, 2016 and 2018, 205 
respectively. 206 

 207 

Fig 1. Molecular clock phylogeny of the CHIKV circulating in Rio de Janeiro state. Molecular clock 208 
phylogeny obtained using 11 new CHIKV near-complete genome sequences from the 2016-2018 209 
epidemic in Rio de Janeiro, including 36 publicly available Brazilian CHIKV-ECSA lineage sequences. 210 
Numbers along branches represent clade posterior probability >0.90. Colours represent different 211 
locations. 212 

 213 
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Figure 2. Map of Rio de Janeiro state. Red circles show sampling locations of the isolates generated in 214 
this study. 215 

 216 
We estimated the date of the most recent common ancestor (tMRCA) of the Rio Janeiro clade to be 217 

around July 2014 (95% Bayesian credible interval: March to late November 2014) (Figure 1). This 218 
estimation suggests the ECSA lineage circulated unnoticed for approximately 16 months before the first 219 
reports of CHIKV autochthonous cases in Rio de Janeiro, around November 2015 [24,25]. If we take into 220 
account the upper uncertainty interval of our dating estimates, we find that CHIKV-ECSA was 221 
introduced in Rio de Janeiro at least one year before its first detection in the state.   222 

Figure 3 shows cumulative case numbers from the northeastern region, southeastern (without 223 
computing numbers from Rio de Janeiro state), and from Rio de Janeiro state alone. While the 224 
northeastern region presented intense epidemic waves in early 2016 and 2017, reporting 239,714 and 225 
141,312 cases, respectively, the southeastern region reported a lower number of cases in those years, 226 
accounting for 28,556 and 32,314 notified cases in 2016 and 2017, respectively. In Rio de Janeiro, after an 227 
epidemic peak in April 2016, a small number of cases were reported in 2017. Yet, CHIKV infections 228 
increased again in 2018, with an epidemic peak at epidemic week 15 and a total number of 39,208 229 
cumulative cases until epidemic week 44. Rio de Janeiro’s epidemic curve also shows that the state alone 230 
accounted for 66.8% and 69.7% of the cumulative cases registered in the southeastern region in 2016 and 231 
2018, respectively. While a reduction in the number of cases was observed in the northeastern region in 232 
2018, the southeastern region kept experiencing increased CHIKV transmission (Figure 3). In general, 233 
CHIKV cases peak in the early months of represented years, consistent with virus dynamics predictions 234 
made previously (Figure 3) [15,40].  235 

 236 
 237 



39 
 

Figure 3. Reported cases of Chikungunya fever by epidemiological week, northeast and southeast Brazil, 238 
2015-2018. Colours represent different locations. 239 

 240 
We found that epidemic waves from Rio de Janeiro state and the northeastern region displayed a 241 

synchronicity during the period from late 2015 to early months of 2016, and there is a high human 242 
mobility between the two regions [23]. From combined epidemiological and genetic data, we found that 243 
the northeast Brazil is the most likely source location of the ECSA-lineage strain that was circulating 244 
unnoticed during the 2016 epidemic in the state of Rio de Janeiro.  245 

4. Discussion 246 

Rio de Janeiro has had an explosive epidemic of CHIKV from 2016 to 2018. Here, by performing 247 
real-time portable nanopore sequencing, we generated 11 near-complete new CHIKV genome 248 
sequences from 2016-2018 collected in several municipalities in the Rio de Janeiro state. The new 249 
generated genomic data allowed us to estimate the introduction date of the ECSA lineage in Rio de 250 
Janeiro around July 2014, suggesting an undetected circulation of the virus for 16 months before the first 251 
reports of CHIKV autochthonous transmission in Rio de Janeiro [24,25]. Moreover, our data suggests 252 
that the Rio de Janeiro epidemic may have resulted from at least two separate introductions from the 253 
northeastern region, where the ECSA lineage was first detected in late 2014 [15]. 254 

Genome sequencing has become a powerful tool for tracking virus transmission. Our results 255 
confirm the introduction of the CHIVK ECSA in Brazil in the northeast Brazil in mid-2014 [15]. After its 256 
introduction, the risk of the ECSA lineage to spread from Bahia to other Brazilian states was estimated 257 
to be higher in the northeast and southeast regions due to abundance of competent vectors and climate 258 
conditions in those geographical areas [15,40]. CHIKV ECSA lineage spread to other northeastern states, 259 
such as Paraiba, Sergipe, Pernambuco and Alagoas states, causing large outbreaks until it arrived in the 260 
southeast region, where this lineage caused a total of 25,245 suspected cases in 2016 alone 261 
[17,18,21,22,32]. The ECSA lineage also reached the Brazilian Amazon region in 2017 [16].  262 
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This pattern of arbovirus cryptic transmission prior to first official reports have been observed 263 
before for dengue and zika virus epidemics [41,42]. Genetic and epidemiological analysis indicated the 264 
northern of Brazil acted as a source region for dengue, or as stepping-stone spot for the dissemination 265 
of arbovirus to other areas of the country, which might have been influenced by the increased human 266 
mobility and vector suitability [42]. Similarly, zika virus strains from the 2015-2016 epidemic in Brazil 267 
circulated cryptically in the northeastern region and, from there, disseminated to other Brazilian states 268 
and countries before its first detection in the Americas [41]. Climatic data suggests that both the northern 269 
and northeastern regions are able to sustain year-round transmission of mosquito-borne viruses, 270 
making them putative sources of transmission [41].  271 

In our sample we have not found mutations that were previously associated with increased 272 
transmission in Aedes mosquitos. However, future investigation of the fitness, viral infectivity and 273 
evolution of CHIKV in mosquito populations, together with continued genomic surveillance, will 274 
determine whether the upsurge in the number of cases in Rio in 2018 was due to the acquisition of 275 
specific mutations that increase replication rates in local Aedes spp. mosquitoes.   276 

Together, our results indicate CHIKV ECSA lineage might have spread to Rio de Janeiro from the 277 
northeastern region of Brazil, and shed light on the epidemiological dynamics of the virus in urban 278 
areas of the Rio de Janeiro, where the virus remained undetected by several months before reporting of 279 
the first local transmission cases in that state. In conclusion, our study shows that genomic data 280 
generated by real time portable sequencing technology can be employed to assist public health 281 
laboratories in monitoring and understanding the diversity of circulating mosquito-borne viruses.  282 
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 451 

Supplementary Figure 1. Maximum likelihood phylogeny using 11 new CHIKV near-complete genome 452 

sequences from Rio de Janeiro generated in this study (in bold) plus 242 CHIKV reference sequences 453 

from other genotypes (East-Central South African; Indian Ocean Lineage; Asian; West African). The 454 

scale bar is in units of substitutions per site (s/s). Node labels indicate bootstrap support values. 455 
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6 DISCUSSÃO 

 

As doenças infecciosas transmitidas por mosquitos têm ultimamente integrado 

manchetes mundiais desde o surgimento de surtos de arbovírus em grandes áreas urbanas. As 

mudanças climáticas, indicadas pelas mudanças nos regimes de temperatura e precipitação, têm 

sido implicadas a influenciar a adequabilidade para a transmissão de doenças transmitidas por 

vetores, como a dengue (WATTS et al., 2018). No Brasil, a emergência do ZIKV e do CHIKV, 

em curto espaço de tempo, constitui um ônus preocupante para o sistema público de saúde e 

para o setor econômico devido à rápida disseminação em novas áreas geográficas, e às 

características clínicas associada à infecção (ZANOTTO; LEITE, 2018). 

Após uma epidemia registrada em 2015 na região Nordeste, os primeiros casos de 

transmissão autóctone do CHIKV no Rio de Janeiro foram registrados em novembro de 2015 

(RIO DE JANEIRO, 2016; BRASIL, 2015). As transmissões continuaram e causaram uma 

epidemia em 2016 com 18.516 casos reportados no estado do Rio de Janeiro, que sozinho foi 

responsável por 66.8% dos casos reportados na região Sudeste naquele ano. As primeiras 

informações sobre as características genéticas das cepas circulantes no Rio de Janeiro durante 

a epidemia em 2016 revelaram que os isolados analisados pertenciam à linhagem ECSA e 

estavam agrupados com outros isolados da região Nordeste do país (CUNHA, M. S. et al., 2017; 

SOUZA et al., 2017). Além disso, essas cepas sequenciadas não apresentavam a mutação 

A226V, associada à adaptação ao vetor Aedes albopictus.  

Apesar do elevado números casos reportados, existe limitada informação sobre a 

epidemiologia genômica do CHIKV da epidemia no Rio de Janeiro em 2016. Os estudos 

disponíveis apenas determinaram o genótipo da cepa circulante a partir de análises filogenéticas 

usando sequências parciais do gene E1 (DE SOUZA et al., 2018). No presente estudo, nós 

geramos 11 novas sequências genômicas do CHIKV circulante no Rio de Janeiro, através do 

sequenciamento por nanoporos em tempo real. A reconstrução filogenética realizada neste 

estudo, revelou que estes 11 novos isolados pertencem a linhagem ECSA, corroborando estudos 

anteriores.  

As amostras biológicas utilizadas neste estudo são provenientes, em sua maioria, de 

pacientes residentes no município do Rio de Janeiro (n=6), enquanto as amostras restantes (n=5) 

são oriundas de munícios vizinhos. Verificamos que a maioria (n=10) desses pacientes 

possuíam idade acima de 40 anos. Apesar do baixo número amostral, essa tendência de 

ocorrência dos casos em pacientes acima de 40 anos tem sido relatada em outros estudos prévios 

(DE SOUZA et al., 2018; FULLER et al., 2017). Tal tendência pode ser explicada pela possível 
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existência de um viés no sistema de notificação de casos, uma vez que pacientes de meia-idade 

ou idosos são mais prováveis a procurar atenção médica, ou porque eles são mais suscetíveis à 

infecção pelo vírus devido à uma saúde mais comprometida em geral (FULLER et al., 2017).  

Estima-se que a linhagem ECSA tenha sido introduzida no Brasil por volta de junho de 

2014 em Feira de Santana, Bahia, a partir de um indivíduo que tinha retornado de Angola, como 

indicado por estreita relação filogenética entre os isolados brasileiros e um isolado de Angola 

(NUNES et al., 2015). Um ano após a introdução do CHIKV no Brasil, um estudo de 

soroprevalência em áreas urbanas de duas cidades da Bahia, Feira de Santana e Riachão do 

Jacuípe, mostrou que mais de 45% da população analisada tinha anticorpos para CHIKV, e a 

taxa de casos sintomáticos era maior entre pacientes com idades entre 40-59 anos e acima 60 

anos (DIAS et al., 2018). Além disso, manifestações clínicas da doença a longo prazo foram 

observadas em mais de 60% da população sintomática analisada (DIAS et al., 2018).  

Após introdução, o risco de propagação da linhagem da ECSA da Bahia para outros 

estados brasileiros foi estimado sendo mais alto nas regiões Nordeste e Sudeste, devido à 

abundância de vetores competentes e às condições climáticas naquelas áreas geográficas 

(FULLER et al., 2017; NUNES et al., 2015). FULLER et al. (2017) observaram que em 2016 

no Rio de Janeiro a ocorrência de períodos de chuva intensa precedia o surgimento dos casos 

de infecção pelo CHIKV em 3 semanas, sugerindo que períodos de chuva são preditores de 

surtos potenciais.  

Como previsto, foram então observados eventos de dispersão da linhagem ECSA 

indicados pelos surtos registrados em outros estados do Nordeste, tais como Paraíba, Sergipe, 

Pernambuco e Alagoas (TANABE et al., 2018a). Somente na região Nordeste foram registrados 

239.714 casos prováveis de infecção por CHIKV em 2016. Ao chegar na região Sudeste, o 

CHIKV foi responsável por um total de 25.245 casos prováveis somente em 2016. Surtos 

causados pelo CHIKV também foram relatados na região Norte e Centro-Oeste em 2016 e 2017. 

Casos importados da doença também foram relatadas no Rio de Janeiro em 2010 e 2012. 

ALBUQUERQUE et al. (2012) relatou um caso de um paciente que, após retornar de uma 

viagem à Indonésia, buscou atenção médica em 2010 devido à apresentação de febre e dores 

articulares. A soro conversão para o CHIKV deste paciente foi confirmada por Elisa (IgM) e 

teste de inibição da hemaglutinação (ALBUQUERQUE et al., 2012).  Um segundo relato de 

caso importado no Rio de Janeiro entre viajantes que retornaram do Caribe entre 2014-2015 

(CONTEVILLE et al., 2016). Neste caso, foram obtidas sequências parciais do gene E1, cuja 

analise filogenética revelou que os quatros isolados pertenciam à linhagem Asiática 

(CONTEVILLE et al., 2016).  A identificação de casos importados de chikungunya no Rio de 
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Janeiro antes de 2016, destaca o potencial de impacto da mobilidade humana na dinâmica de 

dispersão de vírus transmitidos por artrópodes (CONTEVILLE et al., 2016). Tal observação 

foi relatada por NUNES et al. (2014) após investigarem a dispersão espaço-temporal da dengue 

no Brasil. Eles estimaram que o transporte aéreo de humanos e/ou mosquitos determinavam 

significativamente a dispersão do vírus da dengue no Brasil (NUNES et al., 2014).  

Para investigar a data de introdução da linhagem ECSA no Rio de Janeiro, nós 

realizamos a reconstruções filogenéticas, empregando a abordagem do relógio molecular, 

usando um dataset (conjunto de sequências genômicas do CHIKV) atualizado que, além de 

conter 30 sequências publicamente disponíveis, continha também as 11 novas sequências 

genômicas gerada neste estudo e 6 sequências oriundas de um surto recente na região amazônica 

(NAVECA et al., 2018). As análises filogenéticas estimaram que a linhagem ECSA foi 

introduzida no estado do Rio de Janeiro por volta de julho de 2014. Isto sugere que cepas da 

linhagem ECSA circularam de forma despercebida dos serviços de vigilância por 16 meses 

antes dos primeiros relatos oficiais de transmissão autóctone no Rio de Janeiro. Combinando 

dados da curva epidêmica do CHIKV da região Nordeste e Sudeste com os resultados das 

análises filogenéticas, podemos inferir que a região Nordeste é a provável fonte de origem das 

cepas da linhagem ECSA que circularam despercebidas no Rio de Janeiro até provocar a 

epidemia em 2016.  

Tal dinâmica de dispersão marcada por um período de transmissão críptica do vírus 

CHIKV tem sido identificada para o CHIKV circulante na região Norte do Brasil, assim como 

para outros arbovírus emergentes e reemergentes. NAVECA et al. (2018) reportaram que cepas 

da linhagem ECSA, oriundas da região Nordeste, dispersaram em direção à cidade de Boa 

Vista, Roraima, onde circularam despercebidamente desde julho de 2016 até provocar uma 

epidemia na cidade em 2017. Além disso, argumenta-se que a linhagem ECSA, após estabelecer 

-se em Boa Vista em 2016, substituiu com sucesso a linhagem Asiática previamente presente 

naquela região desde 2014 (NAVECA et al., 2018). Da mesma forma, as cepas do ZIKV da 

epidemia de 2015-2016 no Brasil circularam de forma críptica na região Nordeste por mais de 

um ano e, a partir desta região, disseminaram-se para outros estados brasileiros e países antes 

de sua primeira detecção nas Américas (FARIA et al., 2017b). 

Análises genéticas e epidemiológicas, usando isolados do vírus da dengue (DENV) 

coletados durante a epidemia de dengue no Rio de Janeiro em 2012, indicaram que a região 

Norte do Brasil atuou como fonte de origem do DENV, ou como stepping-stones (‘trampolins’ 

ou ‘pontos de conectividade’ em português) para a disseminação do arbovírus para outras áreas 

do país, o que pode ter sido influenciado pelo aumento da mobilidade humana e adequação do 
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vetor (FARIA et al., 2017a). Dados climáticos sugerem que tanto as regiões Norte e Nordeste 

são capazes de sustentar durante todo o ano a transmissão de vírus transmitidos por mosquitos, 

o que as tornam fontes putativas de transmissão de cepas virais para outras regiões do Brasil 

(FARIA et al., 2017b).  

Nas sequências genômicas do CHKV geradas neste estudo, não encontramos as 

mutações E1-A226V e E2-L210Q, previamente associadas ao aumento da transmissão em 

mosquitos Aedes albopictus (SCHUFFENECKER et al., 2006; TSETSARKIN; WEAVER, 

2011). No entanto, investigações futuras sobre a aptidão, infectividade viral e evolução do 

CHIKV em populações de mosquitos, juntamente com a continuidade da vigilância genômica, 

esclarecerão se o aumento no número de casos no Rio em 2018 foi devido à aquisição de 

mutações específicas que aumentam as taxas de replicação em mosquitos Aedes spp. locais. 

As tecnologias de sequenciamento de genoma completo têm sido empregadas com 

sucesso no diagnóstico rápido e no rastreamento de doenças infeciosas (GARDY; LOMAN, 

2017). O uso de sequências de genoma completo tem permitido a compressão detalhada da 

dinâmica de transmissão viral durante epidemias (TANG et al., 2017). Neste estudo, nós 

geramos 11 novas sequências genômicas do CHIKV através do sequenciamento por MinION, 

que nos permitiram realizar inferências filogenéticas sobre a data do evento de introdução da 

linhagem ECSA no estado do Rio de Janeiro.  

A tecnologia de sequenciamento por nanoporos empregada no sequenciador MinION 

tem permitido a geração de uma grande quantidade dados genômicas de forma muito rápida. O 

MinION é um sequenciador que cabe no bolso, e sua a portabilidade associada à geração de 

grandes quantidades de dados em tempo real torna-o uma ferramenta útil para ser empregada 

nas respostas rápidas à surtos e epidemias, mesmo em locais difícil acesso ou com recursos 

limitados (GARDY; LOMAN, 2017). Dessa forma, o MinION pode fornecer dados genômicos 

sobre os vírus circulantes aos agentes de saúde pública para que estes possam implementar 

medidas mais eficientes para o controle da epidemia (FARIA et al., 2017b). De fato o MinION 

já foi empregado em campo nas situações de resposta à epidemias na África e no Brasil. Durante 

a epidemia de Ebola no Oeste da África em 2015, o sequenciamento por MinION foi empregado 

para gerar 125 sequências do genoma do vírus ebola que permitiram identificar duas linhagens 

do vírus, cujas relações filogenéticas indicaram eventos de transmissão através das fronteiras 

da Guiné e Serra Leoa (QUICK et al., 2016). Já no Brasil, o MinION foi usado para gerar 64 

novas sequências do genoma do vírus da febre amarela isolados em Minas Gerais, São Paulo e 

Rio de Janeiro durante o surto da doença em 2017 (FARIA et al., 2018). As novas sequências 

do vírus da febre amarela permitiram a realização de análises filogenéticas que revelaram uma 
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fase inicial de transmissão selvática do vírus e a expansão espacial em direção à áreas 

previamente livres da doença, indicando que a epidemia era causada por infecções humanas 

adquiridas durante visitas à áreas florestais (FARIA et al., 2018). 

 

7 CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho realizamos o sequenciamento de onze isolados do vírus chikungunya 

circulante no Rio de Janeiro. As análises filogenéticas indicaram que estes isolados pertencem 

ao genótipo ECSA e se agrupam em um clado com outros isolados do Rio de Janeiro. As 

analises filogenéticas também indicaram que o evento de introdução da linhagem ECSA no Rio 

de Janeiro provavelmente ocorreu em julho de 2014. 

Os resultados deste estudo indicam que a linhagem CHIKV-ECSA pode ter sido 

introduzida no estado do Rio de Janeiro a partir da região Nordeste do Brasil, e lançam luz 

sobre a dinâmica epidemiológica do vírus em áreas urbanas do Rio de Janeiro, onde o vírus 

circulou sem ser detectado por vários meses antes dos primeiros relatos de casos de transmissão 

autóctone no estado. Em conclusão, esse estudo mostra que dados genômicos gerados por 

tecnologia de sequenciamento portátil em tempo real podem ser empregados para auxiliar os 

laboratórios de saúde pública no monitoramento e na compreensão da diversidade de vírus 

circulantes transmitidos por mosquitos.  
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