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RESUMO
O Virus Sincicial Respiratorio Humano (HRSV) é o patégeno mais detectado em
casos de infec¢des do trato respiratorio inferior em criancas menores de cinco
anos, adultos imunocomprometidos e idosos. Vérios surtos por HRSV vém
sendo identificados ao longo dos anos no mundo, gerando um alerta e a
necessidade de reforcar a vigilancia deste patégeno. O HRSV é classificado em
dois grupos (HRSV-A e HRSV-B) e varios gendtipos, descritos com base na
variabilidade genética do gene que codifica a glicoproteina G. Nas ultimas
décadas novos gendétipos surgiram contendo duplicacdes de nucleotideos na
segunda regido hipervariavel do gene G, como ON1 (HRSV-A) e BA (HRSV-B),
substituindo os gendtipos circulantes anteriores e espalhando-se globalmente.
Em 2019, ainda em um periodo pré-pandemia de SARS-CoV-2, o0 Amazonas
registrou um aumento significativo nos casos de Sindrome Gripal (SG) e
Sindrome Respiratdria Aguda Grave (SRAG), sendo o HRSV o virus mais
detectado na rotina de diagnostico. Este estudo teve como objetivo caracterizar
geneticamente o HRSV que circulou neste periodo no Amazonas e inferir as
introducgdes do virus no estado. Ao total, 57 amostras de HRSV foram obtidas
entre 2019 a 2021. Dentre as amostras de 2019, 77,7% pertenciam ao HRSV-B
e 13,8% a HRSV-A; e de 2020 e 2021 99% pertenciam ao HRSV-A. Destas,
apenas 17 foram sequenciadas por sequenciamento de nova geracédo (NGS),
todas referentes ao ano de 2019, sendo os genoétipos ON1 (N=2) e BA9 (N=15)
identificados. Essa € a primeira vez que o gendtipo ON1 é descrito circulando no
Amazonas. Apesar do viés amostral devido ao baixo nimero de genomas
mundiais, as andlises filogenéticas e filogeogréaficas discreta, revelaram que
houve diferentes introducdes do HRSV no estado e ambos os subtipos evoluiram
de forma semelhante a um reldgio estrito, com taxas médias de substituicdes de
nucleotideos de 6,33 x 10 para HRSV-A e 6, 041 x 10 para HRSV-B. Dessa
maneira, acreditamos que este estudo venha a contribuir na vigilancia genémica
do HRSV no Amazonas e no Brasil, descrevendo ndo somente os genétipos
circulantes e mutagcdes, mas gerando os primeiros genomas completos de HRSV

do norte do pais.

Palavras-chave: Virus Sincicial Respiratorio Humano; Glicoproteina G;

Vigilancia genémica; NGS; Filogenia;



ABSTRACT

The Human Respiratory Syncytial Virus (HRSV) is the most detected pathogen
in cases of lower respiratory tract infections in children under five years of age,
immunocompromised adults and the elderly. Several proven HRSV outbreaks
have been identified over the years in the world, generating an alert and the need
to reinforce surveillance of this pathogen. HRSV is classified into two groups
(HRSV-A and HRSV-B) and many genotypes, based on the genetic variability of
the gene encoding the G glycoprotein. In recent decades, new genotypes have
emerged containing nucleotide duplications in the second hypervariable region
of the G gene, as the ON1 (HRSV-A) and BA (HRSV-B), replacing the previous
circulating genotypes and spreading globally. In 2019, still in a pre-pandemic
period of SARS-CoV-2, the state of Amazonas registered a significant increase
in the cases of Flu Syndrome (SG) and Severe Acute Respiratory Syndrome
(SRAG), with HRSV being the most detected virus in the routine of diagnosis.
This study aimed to genetically characterize the HRSV that circulated during this
period in Amazonas and to infer how the virus was introduced in the state. In
total, 57 were from HRSV were pushed between 2019 to 2021. Among as of
2019, 77.7% belonged to HRSV-B and 13.8% to HRSV-A; and from 2020 and
2021 99% belonged to the HRSV-A. Of these, only 17 were sequenced by next
generation sequencing (NGS), all referring to the year 2019, with the ON1 (N =
2) and BA9 (N = 15) genotypes identified. This is the first time that the ON1
genotype is described circulating in Amazonas. Despite the sampling bias due to
the low number of genomes worldwide, discrete phylogenetic and
phylogeographic analyzes revealed that there were different introductions of
HRSYV in the state and both subtypes evolved similarly to a strict clock, with mean
rates of nucleotide substitutions of 6, 33 x'%* for HRSV-A and 6.041 x'°%* for
HRSV-B. Thus, we believe that this study will contribute to HRSV genomic
surveillance in Amazonas and Brazil, describing not only the circulating
genotypes and mutations, but generating the first complete HRSV genomes in

the north of the country.

Keywords: Respiratory Virus; Human Respiratory Syncytial Virus; Glycoprotein

G; Genomic surveillance; Phylogenetic analyses;
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Historico do Virus Sincicial Respiratério Humano

O Virus Sincicial Respiratério Humano (HRSV) foi isolado pela primeira
vez em 1956 por Morris e colaboradores, a partir de uma col6nia de chimpanzés
do Walter Reed Army Institute of Research, Estados Unidos da América (EUA),
que apresentavam sintomas clinicos comuns as doencas respiratorias, como
coriza, espirros e tosse. Diante da epizootia, foi feita uma coleta de swab da
garganta dos animais e realizado o isolamento em cultura de células. Apos a
constatacdo da infec¢do viral, o agente patogénico foi nomeado como Agente de
Coriza em Chimpanzés (Chimpanzee Coryza Agent - CCA) (Morris et al. 1956).

Chanock et al. (1957) inocularam o virus em alguns animais de laboratorio
como coelhos, camundongos e chimpanzés, porém foi observado que somente
0s primatas desenvolveram os sintomas da doenca. No mesmo ano de
isolamento, um técnico de laboratorio que trabalhava com o CCA e os
chimpanzés mostrou-se potencialmente infectado pelo virus e dados sorolégicos
sugeriram que humanos testados apresentavam anticorpos contra 0 virus ou
algum outro intimamente relacionado a ele (Morris et al. 1956).

Posteriormente, um virus similar foi isolado de criancas hospitalizadas nos
EUA e devido a sua capacidade de formar sincicios e ter afinidade ao trato
respiratorio foi renomeado para Virus Sincicial Respiratério (Chanock et al.
1957).

No Brasil, o virus foi isolado pela primeira vez em 1964 por Candeias, em
um estudo com um grupo de 24 criangas que apresentavam quadros
respiratorios graves, como bronquiolite e broncopneumonia em um hospital da
cidade de Sao Paulo. Quatro amostras obtiveram sucesso no isolamento viral
em culturas de células Hela, apresentando efeito citopatico ao fim do 7° dia e
todas foram neutralizadas pelo soro homélogo padréao, confirmando a infeccéo
por HRSV (Candeias 1967).

O HRSV é considerado o agente etiologico de doencas do trato
respiratério com maior importancia pediatrica no mundo, rotineiramente
identificado em criangas com idade entre zero e cinco anos, que apresentam
insuficiéncia respiratoria, pneumonia e bronquiolite (Shi et al. 2017b). Acomete

cerca de 95% das criangcas em seus primeiros dois anos de vida, adultos,
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principalmente idosos e imunocomprometidos; sendo comum a ocorréncia de
reinfec¢des ao longo da vida (Anderson et al. 1990, Hall et al. 1991, Falsey et al.
2005).

Apresenta tropismo quase exclusivamente restrito ao trato respiratério,
infectando principalmente os epitélios ciliados de pequenos bronquiolos e
pneumacitos nos alvéolos. Os sintomas clinicos mais comuns da infeccédo por
HRSV surgem, em grande parte, como resultado da obstrucao das vias aéreas,
onde restos de células inflamatérias, fibrina, muco e agregados linféides levam

a um fluxo aéreo restrito, hipdxia e sibilancia (Johnson et al. 2007).

1.2 Classificacdo do HRSV

O HRSV esté classificado como membro da ordem Mononegavirales, a
qual possui outros representantes importantes como o virus da raiva (familia
Rhabdoviridae) e o virus Ebola (familia Filoviridae). Esta incluso na familia
Pneumoviridae, que apresenta dois géneros: o Metapneumovirus que infectam
mamiferos e passaros; e o Orthopneumovirus, no qual pertence o Virus Sincicial
Respiratério, da espécie Orthopneumovirus humano. Dentro da espécie tem-se
também o Orthopneumovirus bovino e o Orthopneumovirus murino
(Amarasinghe et al. 2019). Sugere-se que houve um salto entre espécies durante
a evolucédo desses virus e até 0 momento nao ha descrito um reservatério animal
para o HRSV (Collins & Graham 2008).

HMPV-A1 (AF371337)
HMPV-AZ (FJ168779)

Humon metapneumovirus

HMPV-B1 (AY525843)

HMPV-B2 (FJ168778)

AMPV-C (AY590688)

AMPV-D (HG834339)

Avign metapneumovirus
100 AMPV-A (AY640317)

1001 AMPV-B (AB548428)
MPV-15 (AY729016) Murine orthopneumovirus

— BRSV-Atue51908 (AF092942) Bovine orthopneumovirus

|
o0 L[ HRSV-A2 (M74567)
9

9

Human orthopneumovirus
HRSV-B1 (AF013254)

—
2

Figura 1 — Arvore filogenética da familia Pneumoviridae. Arvore filogenética de Maxima
Verossimilhanga contendo o género Human orthopneumovirus em destaque. Fonte: Rima et al.
2017.
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Os membros da familia Pneumoviridae apresentam algumas
caracteristicas como: os virions podem ser tanto esféricos quanto filamentosos;
possuem genoma de RNA ndo segmentados de sentido negativo; a replicacéo
ocorre no citoplasma; a RNA polimerase € dependente de RNA e compreende
as proteinas P e L; a traducéo é feita de forma sequencial e a maquinaria de
traducdo celular traduz os RNAs mensageiros capeados e poliadenilados no
citoplasma (Rima et al. 2017).

Dois subgrupos antigénicos do HRSV foram descritos, denominados A e
B, com base em analises in vitro de ensaios de neutralizacdo e padrdes de
reatividade com anticorpos monoclonais, com maior variancia observada na
proteina G (Coates et al. 1966, Anderson et al. 1985, Maurice Mufson et al.
1985). Sabe-se que os dois subgrupos podem circular separadamente ou
simultaneamente durante epidemias (Johnson et al. 1987).

Alguns estudos sugerem que as infec¢des provocadas pelo HRSV-A sao
mais frequentes quando comparadas ao HRSV-B e sua transmissibilidade
parece ser maior (White et al. 2005). Além disso, isolados do subgrupo A podem
apresentar manifestacdes clinicas diferentes e estar associado a doencas mais
graves quando comparado ao B (Martinello et al. 2002, Liu et al. 2016).

Em 2013, dados do maior estudo epidemioldgico de HRSV mostraram que
ambos os subtipos (A e B) foram detectados, entretanto, mais pacientes foram
infectados com HRSV-A do que com HRSV-B (20,4% versus 10,9%,
respectivamente) e pacientes com VSRH-A positivos eram mais propensos a
serem admitidos em unidade hospitalar ou unidade de terapia intensiva (47,7%
A) em comparacdo com o HRSV-B (35,8%), sustentando a hip6tese de que o
subtipo A pode ser mais virulento e causar quadros mais graves. No entanto,
mais estudos sdo necessarios para determinar se realmente o subtipo do HRSV
esta associado a gravidade da doenca (Jafri et al. 2013).

Fodha et al. (2007) ao avaliarem 81 bebés em seu estudo, concluiram que
a gravidade da doenca néo estava significativamente associada ao subgrupo do
HRSV, mas que provavelmente fosse determinado por uma interacdo entre os
fatores do patégeno e do hospedeiro, como exemplo, a carga viral. Essa
correlagao entre a gravidade da doenca e a carga viral permanece controversa,
uma vez que os métodos de medicdo da carga viral variam amplamente entre os
estudos (Vianna et al. 2021).
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Figura 3- Comparagé&o estrutural entre as particulas filamentosas e esféricas do HRSV e
suas representacfes esquemaéticas. Representacdo de uma particula flamentosa (A) e seu
esquema (B); Estrutura e esquema de uma particula esférica do HRSV (C e D). As caixas em B
e D mostram a disposi¢éo das glicoproteinas de superficie F e G. Fonte: Adaptado de Ke et al.
2018.

1.3 Estrutura: Genoma e Morfologia

O HRSV é um virus pleomorfico, envelopado, que pode apresentar
estruturas esféricas irregulares de 100 nm a 350 nm de didmetro ou particulas
em formas filamentosas longas com um diametro de 60 nm a 200 nm (Norrby et
al. 1970), como mostra a figura 2. Sugere-se que a proteina de matriz regula a
morfologia do HRSV, no entanto, existem desafios para elucidar algumas
questdes relacionadas a este tema devido a dificuldade em isola-lo em cultura
de células por conta da instabilidade fisica da particula e do baixo rendimento
viral (Liljeroos et al. 2013, Ke et al. 2018).

O virion possui um envelope externo, derivado da membrana plasmatica
da célula hospedeira por brotamento, no qual encontram-se inseridas trés
glicoproteinas de superficie: a proteina de fuséao (F), a glicoproteina de adeséo
(G) e a pequena proteina hidrofébica (SH), que formam projecdes semelhantes
a espiculas de 10-14 nm de comprimento, espacadas no HRSV de 8-11 nm
(Rima et al. 2017).

Na matriz, duas proteinas estéo presentes, denominadas M e M2-1, que

revestem o interior da membrana viral (Kiss et al. 2014). O nucleocapsideo, um
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complexo proteico associado ao RNA viral (VRNA), é composto pela
Fosfoproteina (P), Nucleoproteina (N), a subunidade 4 da polimerase (L) e o fator
de transcricdo M2-2. Ha também duas proteinas nao estruturais 1 e 2 (NS1 e
NS2) (Collins & Graham 2008). As funcdes das proteinas estédo apresentadas de

forma resumida na Tabela 1 e a representacdo morfolégica na Figura 3.

Membrana

Nucleoproteina (N) e RNA viral

Fosfoproteina (P)

- Glicoproteina (G)

N DS .< A

RO 00,0 o= =2
SN kitti:  o®
,.,.)“.,’.O.\(“.’(f' ' :..
“"g".i;: e ,’C >

- Polimerase (L)

Proteina de Fusédo (F)

' D) }“J A :?-,"v"" <
(R TR LSO
i»./o;&u@'l);. "o

Proteina SH

Figura 3 - Modelo representativo da morfologia do HRSV filamentoso. S&o mostradas as
glicoproteinas de fixacéo (G) e fusdo (F), assim como a pequena proteina hidrofébica (SH) na
membrana viral. Uma camada de proteina da matriz (M) fica sob a membrana viral e da ao virion
sua forma filamentosa. A proteina M2-1 - um fator de processabilidade da transcri¢ao - interage
tanto com a proteina M quanto com a nucleoproteina (N) que envolve o genoma do RNA viral. A
grande subunidade da polimerase (L) e o cofator da fosfoproteina polimerase (P) também estao
associados a N. Fonte: Adaptado de Battles & McLellan 2019.

O genoma viral consiste em um RNA fita simples, ndo segmentado, de
polaridade negativa, composto por aproximadamente 15 mil nucleotideos, com
10 genes que codificam 11 proteinas, entre elas proteinas estruturais e néao
estruturais (Huang & Wertz 1982, Collins et al. 1984). Cada particula infecciosa
de HRSV possui apenas uma cépia funcional do genoma (Collins et al. 2008).

O HRSV codifica 10 RNAs mensageiros subgendmicos, cada um
contendo uma ORF (Open Reading Frame), com excecdo de M2 que possui
duas, codificando as proteinas M2-1 e M2-2 (Gould & Easton 2007). Na porcéo
3’ do genoma do virus, ha uma regido de 44 nucleotideos denominada regiao
leader, seguida pelos dez genes virais e ao final do genoma uma regiao
extragénica de 155 nucleotideos, conhecida como regiéo trailer (Collins et al.
2001).
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Os genes sdo separados por regides intergénicas que podem variar até
56 nucleotideos e séo regides pouco conservadas entre as amostras (Figura 4).
Os dois primeiros genes transcritos sao as proteinas nao estruturais NS1 e NS2,
sendo estd uma das principais diferencas entre 0os genomas dos géneros
Orthopneumovirus e os Metapneumovirus que ndo as possuem. Os genes M2 e
L fazem uma sobreposicédo (overlap) de 68 nucleotideos ao final do genoma,
fazendo com que L tenha o inicio de sua transcricdo dentro do gene M2 e
consequentemente, o sinal de término e poliadenilagdo de M2 esta localizado
dentro do gene L (Collins et al. 2013).

, 532 503 1203 914 958 410 932 1903 961 6578 (nt)

3
o

139 124 391 241 256 64 298 574 284 2165 (aa)

5/

Figura 4 - Organizacdo dos genes no genoma do HRSV. Em amarelo: genes das proteinas
nao estruturais (NS1 e NS2); em azul os genes das proteinas associadas ao nucleocapsideo (N,
P, M2 e L); em laranja o gene da proteina de Matriz (M); em vermelho os genes das glicoproteinas
de superficie (SH, F e G). O comprimento do genoma é indicado por nt (nucleotideos) na parte
superior e o comprimento das proteinas por aa (aminoacidos), parte inferior. Fonte: Taleb et al.
2018.

1.4 Proteinas virais
O HRSV codifica 11 proteinas, diferindo da maioria dos membros de sua

familia, que normalmente tém de 6 a 7 MRNAs que codificam de 7 a 9 proteinas
separadas (Collins et al. 2013).

As primeiras proteinas codificadas sdo as proteinas nao estruturais NS1
e NS2, que possuem 139 e 124 aminoacidos respectivamente. Na literatura tém-
se descrito que elas estao relacionadas a interferéncia nas respostas imunes
inatas do hospedeiro, inibindo a inducéo e sinalizacdo de interferon (Spann et al.
2005, Sedeyn et al. 2019). Alem disso, inibem a apoptose, prolongando a vida
da célula e aumentando a producéao viral (Bitko et al. 2007). Porém, mais estudos
devem ser voltados para a elucidagéo de suas funcoes.

Assim como outros membros da familia Pneumoviridae, o HRSV tem seu
genoma complexado com as proteinas N, P, L e M2-1 para a formacdo do
nucleocapsideo (Bakker et al. 2013).

A proteina N, € a principal proteina estrutural do nucleocapsideo,

composta por 391 aminoacidos, que se liga ao genoma para formar
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nucleocapsideos helicoidais, servindo como molde para a sintese de RNA
(Bakker et al. 2013, Collins et al. 2013).

A fosfoproteina (P) possui 241 aminoacidos, € um cofator essencial da
polimerase, interage com a nucleoproteina (N) e a polimerase (L) e possui funcéo
importante na transcri¢éo e replicacéo viral (Collins et al. 2013). E a principal
proteina fosforilada do HRSV, contendo fosfato em diferentes sitios e alguns
experimentos em que a fosforilagcdo de P foi reduzida demonstraram que é um
fator importante para a replicagdo do virus (Lu et al. 2002).

A proteina M, composta de 256 aminoécidos, € uma proteina estrutural
nao glicosilada que desempenha um papel importante ha montagem do virus
(Marty et al. 2004). Esta também associada ao nucleocapsideo e estudos
sugerem que ela possa inibir a atividade de transcricdo viral (Ghildyal et al.
2002). M2-1 intercede a associacdo entre M e o0s complexos de
ribonucleoproteina (RNPs) que compreendem o RNA gendmico viral fortemente
associado a N (Battles & Mclellan 2019).

A proteina interna M2-1, de 194 aminoécidos, é um fator essencial na
transcricdo de VSRH, interagindo com as demais proteinas que compfem o
nucleocapsideo (Collins et al. 2001). Na literatura, ha evidéncias que ilustram
gue M2-1 esta localizado entre RNP e M em particulas virais isoladas e que M e
M2-1 regulam a organizag&o do virus (Kiss et al. 2014).

Por sua vez, M2-2 (aproximadamente 90 aminoacidos), € codificada pelo
penultimo gene de HRSV, o qual apresenta duas ORFs sobrepostas, gerando
M2-1 e M2-2 (Bermingham & Collins 1999). Esta envolvida na regulacdo da
transcricao e replicacdo do RNA viral e estudos sugerem que o nivel de producao
da proteina M2-2 nas células infectadas pode ser critico para a replicagcdo do
RSV (Cheng et al. 2005).

A proteina L é a maior proteina do HRSV, sendo constituida de 2.165
aminoacidos. Possui atividades enzimaticas de polimerase dependente de RNA.
Assim como outros virus de genoma de RNA ndo segmentado e fita negativa,
séo descritas seis regides conservadas em L (Collins et al. 2013).

A peguena proteina de superficie, SH, é expressa por todos os membros
da familia Pneumoviridae e possui cerca de 64 aminoacidos (pode variar de
HRSV-A para HRSV-B). Sua funcdo ainda ndo esta bem esclarecida, mas SH

parece ser uma viroporina, uma classe de pequenas proteinas virais que podem
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modificar a permeabilidade da membrana e podem afetar o brotamento e a
apoptose (Fuentes et al. 2007).

Os dois antigenos principais, F e G, sao as glicoproteinas de superficie
mais abundantes no virion e tém papéis importantes na entrada do virus na
célula. A glicoproteina G atua principalmente como uma proteina de fixagdo que
liga os virions as células-alvo e a glicoproteina F tem principal funcédo de mediar
a fusdo das membranas virais com a célula hospedeira (Walsh & Hruska 1983,
Levine et al. 1987). Ambas sdo as Unicas proteinas alvo de anticorpos
neutralizantes, sendo a proteina F a candidata mais potente para estudos que
visam o desenvolvimento de drogas e vacinas contra HRSV (Graham et al.
2015).

A proteina F é uma proteina de fusdo de classe | de 574 aminoacidos que
forma uma estrutura trimérica com pelo menos dois estados bem conhecidos,
um estado metaestavel de pré-fusdo e um estado estavel de pos-fusao (Melero
etal. 2017). As comparacdes estruturais entre os virions filamentosos e esféricos
revelaram diferencas significativas associadas as glicoproteinas de superficie,
onde as particulas filamentosas de HRSV estavam cobertas com F no estado
pré-fusdo e as particulas esféricas tinham predominantemente a forma pos-
fusdo. Isso fornece um mecanismo molecular que relaciona a morfologia e a
infectividade do virus, sugerindo que o HRSV filamentoso é a forma infecciosa
(Liljeroos et al. 2013; Ke et al. 2018).

Tabela 1 - Resumo das proteinas do HRSV e suas funcgdes.

Proteina Funcéo
Fuséao (F) Promove a fuséo do virus a célula
Glicoproteina (G) Promove adesao do virus ao receptor celular

Proteina Hidrofébica (SH)  Acredita-se estar envolvida no retardo da apoptose em
células infectadas

Fosfoproteina (P) Tradugéo e Replicagéo

Nucleoproteina (N) Regula a transcrico e replicacdo do vRNA

Matriz (M) Morfologia viral

Polimerase (L) Atividades enzimaticas

M2-1 Fundamental para a transcricdo

M2-2 Controla o equilibrio entre transcri¢éo e replicacéo
NS1 Sinalizacéo celular (IFN)

NS2 Inibicdo de apoptose

Fonte: Cani et al. 2001, Collins et al. 2008.
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Dentre as proteinas virais, a proteina G, responsavel pela adesédo do
virus a célula tem sido alvo de muitos estudos por interagir com 0s receptores
celulares do hospedeiro, ser alvo de anticorpos neutralizantes e ser utilizada para
a genotipagem do virus, apresentando regides altamente varidveis (Johnson et
al. 1987, Levine et al. 1987). Sabe-se que € uma proteina anéloga a
hemaglutinina de outros virus da familia Paramyxoviridae, porém nao apresenta
acao hemaglutinante e é uma das mais abundantes no virion juntamente com a
proteina F (Hall et al. 1991, Collins & Graham 2008).

A proteina G pode ser encontrada no virus de duas formas: ancorada a
membrana (Gm), responsavel pela ligacéo viral a célula hospedeira; ou em uma
forma soltvel (Gs) que esta relacionada a mediacdo da evasado imunolégica
(Levine et al. 1987, Hendricks et al. 1988). O gene que a codifica tem
aproximadamente 950 nucleotideos (Wertz et al. 1985).

Em sua forma ligada a membrana, G € uma glicoproteina tipo Il de
aproximadamente 300 aminoacidos, dependendo da cepa viral, constituida de
trés regifes: uma cauda citoplasmética (AA 1-38) na por¢cado amino-terminal (N-
terminal), um Unico dominio hidrofébico entre os residuos 38 e 66 que atua como
um dominio de ancora de membrana e um dominio extracelular (AA 66-298),
onde estdo presentes duas regifes variaveis responsaveis pela divergéncia
entre as amostras dos grupos A e B, além de algumas regides conservadas
(Figura 5) (Wertz et al. 1985; Johnson et al. 1987; Hendricks et al. 1988). Sua
massa molecular € de apenas 32,588 KDa, porém, alteracdes pos-traducionais
no complexo de Golgi podem levar a formacgédo de um peptideo de 80 a 90 kDa
(Satake & Venkatesan 1984, Palomo et al. 1991).

A forma soluvel de G surge devido a iniciagéo da traducdo em um codon
alternativo (Met48 em Gm), localizado no meio do dominio transmembranar que
exclui o dominio citoplasmatico e a porcao restante do dominio transmembranar
apos um evento proteolitico, permitindo que o ectodominio seja secretado pela
célula (Roberts et al. 1994). Portanto, essa forma ndo permanece ancorada a
membrana, pois nao tem os 65 residuos de aminoacidos iniciais da porcdo N-
terminal, onde fica localizada a regido transmembrana da proteina. Nao esta
claro por que tal evento proteolitico ocorre apenas na proteina G encurtada, uma
vez que a proteina G completa contém a mesma sequéncia. Além disso,

enquanto Gs é monomérica, Gm € oligomeérica (Escribano-Romero et al. 2004).

26



A funcao de Gs ainda n&o foi bem esclarecida, mas Bukreyev et al. (2008)
sugerem que a proteina em sua forma soltvel age como uma isca de anticorpos,
ajudando o HRSV a escapar da restricdo de replicacdo dependente de

anticorpos e como modulador de leucécitos contendo receptores Fc gama.
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Figura 5 - Esquema da forma ancorada a membrana (Gm) e solavel (Gs) da Glicoproteina
G do HRSV. A) As regifes hidrofébicas sdo representadas por linhas grossas. Tridngulos
invertidos representam locais de glicosila¢é@o ligados a N e linhas verticais indicam locais de
glicosilagdo ligados a O. Os residuos de cisteina conservados sdo representados por circulos.
As regides variaveis sdo mostradas com barras horizontais em cima de Gm. A forma sollvel é
formada por iniciagcao de traducéo alternativa em M48, seguida por clivagem apés o residuo 65.
B) Modelo da estrutura de G ancorada a membrana em forma de dimero para simplificar.
Adaptado de: Melero et al. 2017.

Analises moleculares da segunda regido hipervariavel da proteina G tém
sido utilizadas para caracterizar os genotipos de HRSV, divididos em dois
grupos, HRSV-A e B (Peret et al. 2000). Acredita-se que essa variabilidade pode
contribuir para a capacidade do virus causar surtos anuais e esta relacionada a
fatores de viruléncia entre as cepas, além de que alteracdes nas sequéncias de
aminoacidos podem fornecer uma vantagem ao virus possivelmente alterando
epitopos e auxiliando no escape da resposta imune preexistente do hospedeiro
(De-Paris et al. 2014).

No ectodominio, estudos sugerem que as regides conservadas

encontradas sejam responsaveis pela ligacdo do virus ao receptor celular e
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candidatas a dominios importantes no transporte, processamento, atividade
bioldgica e neutralizacdo, como a regido central de 13 aminoacidos que abrange
os residuos 164 ao 176 na sequéncia de referéncia A2 e uma regido com quatro
cisteinas espacadas (residuos 173, 176, 182 e 186) ligadas entre si por pontes
de dissulfeto, que sé&o conservadas em todas as cepas virais (Johnson et al.
1987, Palomo et al. 1991).

Por sua vez, as regifes variaveis sdo compostas por uma sequéncia de
aminoacidos com alto teor de serina, treonina e prolina, assemelhando-se a uma
classe de proteinas denominas como mucinas (Wertz et al. 1985). Essas regifes
sao glicosiladas pela adicdo pos-traducional de varios acgucares ligados a -N e
oligossacarideos ligados a -O, contribuindo para a estrutura antigénica da
proteina e a infectividade viral (Eshaghi et al. 2012).

A primeira regido variavel antecede o cluster de cisteinas conservadas e
possui estrutura em forma de haste devido a mudltipla O-glicosilacdo, que
possivelmente facilita a interacéo virus-célula devido tornar a regido de interacao
com o receptor distante suficiente do envelope viral (Martinelli et al. 2014, Melero
et al. 2017). A segunda regido variavel, que corresponde a regido C-terminal da
proteina G, é a regido mais variavel da proteina e reflete a variabilidade global
do gene, sendo a mais utilizada em estudos de epidemiologia molecular (Melero
& Moore 2013).

1.5 Replicacdao e transcricao viral

O processo de entrada do virus na célula (Figura 6) consiste em duas
etapas principais: fixacdo do virion a célula hospedeira e fusdo das membranas
viral e da célula hospedeira (Battles & Mclellan 2019). A infecgédo viral inicia-se
guando a proteina G do HRSV interage com o receptor das células ciliadas das
vias aéreas, tendo tropismo pelas células da superficie apical (Collins & Graham
2008, Villenave et al. 2012). Alguns receptores que interagem com o HRSV por
ligacdo a proteina G descritos séo: receptor Toll-like 4 (TLR4), a receptor 1 de
guimiocina (CX3CR1) e o sulfato de heparana (HSPG) (Krusat & Streckert 1997,
Kurt-Jones et al. 2000).

Posteriormente o envelope viral incorpora-se a membrana celular do
hospedeiro ocorrendo a fusdo por acéo da proteina F, que além dessa acao

facilita a micro pinocitose, promovendo ainda mais a fusédo de células infectadas
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com células néo infectadas adjacentes, resultando em sincicios, caracteristica
gue deu nome ao virus (Levine et al. 1987, Kahn et al. 1999, Krzyzaniak et al.
2013).

Apés a fusdo, o complexo helicoidal de ribonucleoproteina (RNP) é
liberado no citoplasma da célula hospedeira, e a transcricdo e replicacdo
ocorrem no citoplasma sem a participacao do nacleo celular (Collins et al. 2001).

A transcricdo do genoma viral € iniciada na direcdo 3’ 5’ a partir de um
promotor localizado na terminagéo 3’ ndo codificante do genoma denominado
leader (Fearns et al. 2002). Os RNAs produzidos sao poliadenilados na
extremidade 3’ e recebem um “cap” na extremidade 5’. Cada gene é transcrito
em um mMRNA poliadenilado, separado e limitado, que codifica uma Unica
proteina viral, com excec¢cdo do gene M2, que codifica duas proteinas distintas,
M2-1 e M2-2 (Collins et al. 2001). No inicio da transcricdo, a enzima RpRd adere-
se a regido promotora do genoma e na juncao entre essa regido e o primeiro
gene (NS1), ocorre a liberacdo do transcrito e a polimerase recomeca a
transcricdo de forma sequencial do inicio ao fim, guiados pelos sinais de inicio
(leader) e final do gene (trailer), representado na Figura 7, resultando na
producdo de RNAs mensageiros de copias iguais ao gene original (Collins et al.
1984, Fearns et al. 2002, Collins et al. 2007).

A replicacdo ocorre com a geracdo de um RNA antigendmico de sentido
positivo que servird como molde para a sintese de copias do genoma viral (Noton
et al. 2019).

Por fim, a maturacao viral ocorre com a montagem do nucleocapsideo,
através da combinacao das proteinas N, P e L com o RNA gendmico, proximo a
membrana plasmatica. Para a montagem do envelope, ao passar pelo reticulo
endoplasmatico e o complexo de Golgi, as proteinas de superficie sofrem
glicosilacdo e as proteinas de matriz incorporam-se na porgéo interna do
envelope em formacgéo. O nucleocapsideo chega a superficie celular e € liberado
por brotamento, levando uma por¢cao da membrana plasmatica em um processo
contrario a penetracao por fusédo (Collins & Graham 2008).

Os virions séo liberados como particulas filamentosas e alguns estudos
indicam que com o tempo, M se dissocia da membrana viral, criando regides nao
filamentosas no virion que, em Ultima analise, levam a formacao de particulas

esféricas ou pleomorficas que sdo consideradas menos infecciosas,
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provavelmente devido a uma conversao prematura da proteina F da pré-fusdo

em conformacao pos-fusao (Ke et al. 2018).
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1.6 Caracterizagdo génica e antigénica

Os virus com genoma RNA apresentam altas taxas de mutacao ao longo
de suas sequéncias, determinadas pela falta de revisdo da RNA polimerase e
elevadas taxas de replicacdo, podendo acarretar beneficios para o virus como
maior viruléncia e capacidade de evolugéo e adaptacao ao hospedeiro (Holland
et al. 1982, Belshaw et al. 2007).

Em 1966, Coates e colaboradores mostraram a variabilidade antigénica
de isolados de HRSV pelo teste de neutralizagdo com soro de furdes infectados,
posteriormente, foi possivel confirmar definitivamente a existéncia desses
grupos antigénicos por meio de ensaios utilizando anticorpos monoclonais
(mAbs) obtidos de camundongos imunizados com diferentes cepas de HRSV,
como A2, Long e CH18537 (Anderson et al. 1985), sendo entdo nomeados 0s
grupos como A e B e demonstrando que ambos evoluiram separadamente ao
longo do tempo (Mufson et al. 1985). A designacdo do grupo HRSV A e B
também é referida como “subgrupos” antigénicos na literatura (Hall et al. 1990,
Matheson et al. 2006).

Com o advento das técnicas de biologia molecular e sequenciamento
genético, com base nas analises das sequéncias dos genes N, P, SH, e G foi
possivel confirmar a divisdo do HRSV nos grupos A e B e identificar os gendtipos
circulantes (Sullender et al. 1993, Peret et al. 1998) e foi visto que os diferentes
genotipos co-circularam ao longo das estacdes e que podem existir diferentes
padrdes de circulacéo entre os grupos (Cane et al. 1992, Venter et al. 2001).

O primeiro sistema de classificacdo de gendtipos do HRSV, proposto em
1998, contava com informacdes de sequenciamento da segunda regido
hipervariavel do gene G e os gendtipos eram nomeados com base no gene
usado para classificacdo, seguido pelo subtipo HRSV (A ou B) e um numero
crescente (Peret et al. 1998). Posteriormente, o método de classificagdo anterior
foi refinado incluindo a distancia genética como uma métrica para definir grupos
genéticos e houve mudancas no sistema de nomenclatura, incluindo o pais onde
0 genotipo foi descrito (Venter et al. 2001).

Inicialmente, seis gendtipos foram identificados, sendo quatro para HRSV
A, chamados de SHL1 a SHLE6 e dois identificados entre HRSV B, denominados
de NP1 e NP3 (Cane et al. 1992). Ao longo do tempo, outros genotipos foram
descritos como GA1 a GA5 e GB1 a GB4, GA6 e GA7 (Peret et al. 2000); SAAL
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e SAB1 a SAB3 descritos pela primeira vez na Africa do Sul (Venter et al. 2001);
BA1 a BA10, descrito na Argentina e que tem como caracteristica uma
duplicacao de 60 nucleotideos no G (Trento et al. 2006); URU1 e URUZ2 descritos
no Uruguai (Arbiza et al. 2005); NA1 e NA2 identificados no Japao (Shobugawa
et al. 2009); e o mais recente o gendtipo ON1 identificado em Ontério, no Canadéa
e que apresenta uma duplicacdo de 72 nt (Eshaghi et al. 2012).

Hoje, sdo descritos pelo menos 13 gendtipos de VSRH A e 37 genotipos
de HRSV B (Mufioz-Escalante et al. 2019b, 2021). Devido a sua alta
variabilidade, a diversidade genética do HRSV se baseou com mais frequéncia
no gene G (Garcia et al. 1994). No entanto, ndo existem critérios estabelecidos

para a definicdo do genoétipo, o que afeta o entendimento da evolucao viral,

imunidade e desenvolvimento de vacinas.

Varios grupos defendem a necessidade da unificacdo da classificacdo dos

gendtipos de HRSV, mas até o momento ndo ha um consenso. (Mufioz-
Escalante et al. 2019b, 2021, Goya et al. 2020, Ramaekers et al. 2020).

Tabela 2 — Principais propostas de classificagdo do HRSV ao longo dos anos.

~ PROPOSTA DE ACESSO AO
AUTOR REGIAO ALVO CLASSIFICACAO ARTIGO
Cinco genotipos e 22 subtipos de
Peret et al. HVR?2 do gene G VSRH-A; 10.1099/0022-
1998 9 Quatro gendtipos e 6 subtipos de 1317-79-9-2221
VSRH-B;
Venter et al. Definicdo de novos gendétipos: 10.1099/0022-
2001 HVR?2 do gene G SAAL e SAB1-4 1317-82-9-2117
Trento et al. . " 10.1128/J3VI.80.2.9
2006 HVR2 do gene G Definicdo dos genotipos BA1-6 75-984.2006
Shobugawa N 10.1128/JCM.0011
et al. 2009 HVR2 do gene G Definicao de NA1-2 5.09
Depat et al. . 10.1128/JCM.0064
2010 HVR2 do gene G Definicdo de BA7-10 6-10
Eshaghi et al. L o 10.1371/journal.po
2011 HVR2 do gene G Definicdo do gendtipo ON1 ne.0032807
Cui et al. Definicdo de NA3, NA4, BA-C e 10.1371/journal.po
2013 FURZ e aEnE © CB1 ne.0075020
Trento et al. Ectodominio de G Proposta de reclassificacéo de 10.1128/JVI1.00467-
2015 VSRH-A utilizando o G 15
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Mufioz- Proposta de reclassificacao de
Escalante et Ectodominio de G VSRH-A para 9 genétipos: GAl-
al. 2019 GA7, SAAl e NA1

10.1038/s41598-
019-56552-2

Proposta de reclassificacéo de
Goya et al. - VSRH-A para 3 genétipos: GAl-
2020 Ectodominio de G GA3) e 7 para VSRH- B (GB1-
GB7).
Proposta de reclassificacao de
Genoma completo VSRH-A e B: 23 gendtipos de A e

10.1111/irv.12715

Ramaekers et 10.1093/vel/veaa05

al. 2020 e >
ESCMaﬂgr?tzé et Ectodominio de G Proposta de reclassificacdo de 10.1038 / s41598-
al. 2021 VSRH-B de 37 gendtipos para 15; 021-83079-2.

Varios grupos de pesquisa de HRSV uniram-se a fim de propor uma
definicdo de nomenclatura comum para amostras e isolados de HRSV e também
0 uso de nomes padrao e anotacdes apropriadas para seus genes. Priorizando
uma linha de definicdo curta e concisa que seja facil de usar em laboratério, de
facil leitura e um sistema uniforme para HRSV em bancos de dados publicos
(Salimi et al. 2021).

Os elementos de definicdo de sequéncia propostos por Salimi et al. 2021

I. Nome do organismo; Abreviatura do nome do virus: HRSV;

Il. Subgrupo HRSV: A ou B; X, se desconhecido;

lll. Identificador geogréafico para o local de amostragem (por exemplo,
cidade ou estado);

IV. Identificador Gnico isolado;

V. Ano de amostragem; YYYY ou XXXX, se desconhecido.

Exemplos de linhas de definicdo de sequéncia usando a nomenclatura
proposta: HRSV / A/ USA /001/2011; HRSV / B / Denver.USA / 14617/1985 ou
HRSV / X /IRN /001/2017 (subgrupo desconhecido).

1.7 Epidemiologia do HRSV
As doencas respiratorias sao responsaveis por um grande volume de
atendimentos e internagcdes hospitalares por ano no mundo, causando
morbidade e mortalidade significativas na populacdo (WHO 2014, Kabir 2018).
Os virus sado um dos principais agentes etiologicos envolvidos nessas infec¢des

e tém como caracteristicas a facil transmisséo e a capacidade de acometer
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individuos em todas as faixas etarias, sendo as criancas, idosos e
imunocomprometidos os mais afetados (Falsey et al. 2005).

O diagnostico viral € muitas vezes negligenciado e dificultado somente
com a clinica devido a presenca de um grande numero de patdgenos nas vias
respiratérias, no entanto, o diagndstico correto € crucial na identificacdo dos virus
circulantes, na transmissao, controle e prevencado de surtos (Kabir 2018). Os
virus mais frequentes associados a estas infec¢des sao Influenza (A e B) (Cox
& Bender 1995), HRSV, Rinovirus (RV), Coronavirus (CoV), Parainfluenza (P1V)
1 - 4, Adenovirus (HAdV), Metapneumovirus (HMPV) (Broor et al. 2008) e
Bocavirus (HBoV) (Essa et al. 2015).

O HRSV é o virus de maior importancia pediatrica, sendo o agente
etiolégico que mais causa infeccdo respiratdéria aguda e morte em criangas
menores de 5 anos, podendo acometer também adultos, pessoas
imunocomprometidas, e principalmente idosos (Falsey et al. 2005, Meissner
2016, Tseng et al. 2020).

Uma revisdo sistemética estimou que a infeccdo do trato respiratério
inferior (LRTI) associada ao HRSV é responséavel por entre 94.600 e 149.400
mortes anualmente no mundo; além disso, cerca de 33 milhdes de LRTI
associados ao HRSV resultaram em 3,2 milhdes de internacdes hospitalares em
2015, sendo os paises de baixa e média renda os mais afetados (Shi et al. 2017).

As LTRI correspondem a primeira causa de mortalidade infantil nos
paises de baixa renda e a quarta nos paises de média renda, que incluem o
Brasil (Ferone et al. 2014). Os principais fatores associados a gravidade da
infeccdo em criancas sao prematuridade, doenca cardiaca congénita, doenca
pulmonar crénica, baixo peso ao nascer, ter irmaos, tabagismo materno e nao
amamentacao (Shi et al. 2017).

No Brasil, 0 HRSV foi encontrado em 23,1-42,2% dos bebés internados
por LTRI e esteve associado a 3,6% dos Obitos (Lamaréo et al. 2012). No
entanto, a falta de dados sobre o numero total de internacdes e mortalidade por
doencas do trato respiratério inferior em criancas ocasionadas por HRSV,
complica a avaliacdo do impacto global da doenca (Freitas & Donalisio 2016).

Vérios paises descrevem a ocorréncia de HRSV como EUA (Rose et al.
2018), Africa (Umuhoza et al. 2021), Canada (Mitchell et al. 2017), Inglaterra e

outros paises europeus (Reeves et al. 2020), Russia (Krivitskaya et al. 2021),
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Japao (Hibino et al. 2018), China (Zhang et al. 2015; Luo et al. 2020), Brasil
(Moura et al. 2006), Portugal (Saez-L6pez et al. 2020) e outros. Observa-se que
0s padrdes de sazonalidade e a duracdo dos surtos variam consideravelmente
entre as regides.

Grande parte dos estudos feitos nos EUA, descreve a sazonalidade do
HRSV do outono até a primavera (Haynes et al. 2014). No entanto, ao utilizar um
novo método estatistico que analisa deteccdes laboratoriais de PCR relatadas
ao National Respiratory and Enteric Virus Surveillance System (NREVSS) para
determinar a sazonalidade do HRSV, mostrou que o inicio das temporadas de
2014 a 2017 ocorreram aproximadamente 2 semanas antes do que as
temporadas de 2012-2014, que foram determinadas usando dados de antigenos,
mostrando ser um modelo de maior confianca para ser utilizado (Rose et al.
2018).

A definicdo de sazonalidade no Brasil se baseia na analise descritiva de
identificacdo do HRSV realizada nas regibes geograficas do pais, utilizando
dados Sistema de Vigilancia Epidemiolégica da Gripe e outros virus respiratérios
— SIVEP GRIPE (sivepgripe.com.br).

Em geral, paises do hemisfério sul apresentam o0 aumento no numero
de casos entre os meses de marco e junho e em paises do hemisfério norte entre
setembro e dezembro (Obando-pacheco et al. 2018). Em paises de clima
temperado as epidemias tém sido descritas nos meses de inverno e nas regioes
de clima tropical, parecem ocorrer nas estacdes chuvosas (Law et al. 2002).

No Brasil, a sazonalidade do HRSV varia de acordo com cada regido. A
maioria dos estudos realizados no pais descrevem a circulacdo do virus na
regido sul e sudeste. No Sul, onde a temperatura é mais fria, 0 pico dos surtos
acontece no inverno, entre os meses de abril a agosto. No Sudeste, as epidemias
tém sido relacionadas entre os meses de marco e abril. J& no Nordeste, a
sazonalidade ocorre durante a estacdo chuvosa nos primeiros meses do ano,
assim como na regido Norte (Freitas & Donalisio 2016).

No estado de S&o Paulo, a sazonalidade é bem definida, ndo estando
associada a temporada de chuvas, mas sim com a época de maior incidéncia de
poluicéo do ar, com pico entre os meses de maio e junho (Vieira et al. 2001).

Um estudo realizado com amostras do Espirito Santo confirmou a maior

prevaléncia de HRSV em criancas menores de um ano de idade nas amostras
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analisadas e mostrou que a atividade da HRSV foi muito semelhante entre 2016
e 2017, com o inicio de circulacdo ocorrendo em marco e terminando em
julho/agosto, podendo ter variacfes sutis em cada temporada (Vianna et al.
2021).

Na regido norte, Santos et al. (2018) mostrou em seu estudo uma taxa
de infeccéo viral relevante em criancas de 0 a 4 anos de idade e descrevem a
circulacdo de HRSV no Acre, Amazonas e Para durante o periodo de mudanca
climética, entre os meses de marco e julho.

De acordo com Alonso et al. (2020), com base nos dados de mortalidade
e hospitalizacdo por pneumonia e Influenza, sdo distinguidas quatro zonas

sazonais de infeccdes respiratorias no Brasil (figura 8), sendo:

Equatorial-Norte: composto pelo estado de
Roraima - pico na estagdo chuvosa que ocorre no
meio do ano;

Equatorial-Sul: estados da regido Norte (exceto
Roraima) e Nordeste (exceto Bahia) — estacdo
chuvosa, no primeiro semestre do ano;

Centro-Oeste e Sudeste Tropical”: composto por
todos os estados da regido Centro-Oeste, sudeste

e Bahia — pico no inverno, meio do ano;

Sul Subtropical”: composto pelos trés estados da
regido Sul do Brasil, com picos no inverno.

Figura 6 - Padrdo da circulagdo de HRSV no Brasil. Mapa do Brasil com os estados
classificados nas quatro “zonas sazonais de infecgdo respiratéria”. “Equatorial-Norte”
(vermelho), “Equatorial-Sul” (verde), “Centro-Oeste Tropical e Sul- Leste” (laranja) e “Sul
subtropical” (azul). Fonte: Adaptado de Alonso et al. 2020.

Além da sazonalidade, o padréo de circulagédo dos grupos do HRSV (A e B)
também difere em cada local e temporadas. A co-circulacao de ambos 0s grupos
€ bem relatada, bem como de seus genotipos, porém nos Ultimos anos nota-se
a predominancia do grupo HRSV-A e seus genadtipos em relacdo a B (Al-Sharif
et al. 2020).

1.8 Aspectos clinicos, Tratamento e Vacinas
A transmisséo do HRSV pode acontecer de pessoa a pessoa por meio de
aerossois, ou por contato com secrecoes, objetos e superficies contaminadas,
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sendo muito infeccioso quando em contato com mucosas, como ocular ou nasal.
O aparecimento dos sintomas varia de acordo com a idade e condi¢des de saude
e geralmente ocorre dentro de até seis dias apoés a infeccédo (Hall et al. 1991).

Geralmente os sintomas do trato respiratorio superior comeg¢am a
aparecer entre o quarto dia, sendo comum febre, rinorreia e congestdo, seguidos
de sintomas do trato respiratério inferior. O aumento da tosse € geralmente o
primeiro sinal de envolvimento do trato respiratorio inferior; os sintomas
posteriores incluem taquipneia, dispneia, aumento do esforco respiratério e
dificuldade de alimentacao (Meissner 2016).

Johnson et al. (2007) demonstraram que o virus infecta tanto o epitélio
brénquico quanto o alveolar, e que a obstrucdo das pequenas vias aéreas a partir
de projecbes epiteliais, detritos inflamatérios, edema ou compressédo por
agregados linfoides pode ser um componente importante da patogénese da
doenca.

O aspecto clinico da infec¢cdo pode variar de acordo com a idade e
condicdes de saude do individuo e os principais sintomas geralmente incluem
coriza, perda do apetite, tosse, espirros e febre, que podem aparecer isolados
ou em conjunto. Em bebés muito jovens, os sintomas podem ser irritabilidade,
atividade reduzida e dificuldades respiratérias (Ghazaly & Nadel 2018). Nos
casos mais graves, o0 HRSV pode causar quadros de bronquiolite e pneumonia,
sendo estas as consequéncias mais comuns em criangas menores de 1 ano de
idade. Além disso, a formacéao de sincicios e a presenca de secrecao excessiva
de muco representam as principais marcas da infec¢do por HRSV (Glezen et al.
1986).

A bronquiolite € uma infeccdo comum do trato respiratério inferior em
bebés e o HRSV é a causa mais comum (Smith et al. 2017). A maioria das
criangas se recupera sem intercorréncias, embora a doenga pulmonar cronica
subjacente, anomalias congénitas, estado de imunocomprometimento e
cardiopatia hemodinamicamente significativa em pacientes com bronquiolite
estejam associados a progressao para doenca grave ou mortalidade (Ralston et
al. 2014).

Nas criangas, os unicos fatores de risco relatados para hospitalizacéo por
infeccdo por HRSV sao prematuridade e pouca idade e uma das principais

razdes pelas quais isso ocorre € a alta proporcdo entre a area de superficie e o
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volume das vias aéreas que ainda estdo em desenvolvimento, além de que
guando comparado ao trato respiratorio de adultos, os bronquiolos de bebés e
criancas sao relativamente menores e, portanto, mais sujeitos a obstrucdes
(Griffiths et al. 2017).

Outro grupo bastante afetado pelo HRSV séo os idosos. De acordo com
Falsey et al. (2014), este virus foi a terceira maior causa de infeccbes
respiratorias em idosos, depois de Enterovirus e Influenza, e a segunda maior
causa de hospitalizacdo, onde os pacientes idosos diagnosticados com HRSV
apresentaram duas vezes mais probabilidade de serem hospitalizados do que
0S pacientes positivos para 0s outros virus respiratorios.

No cenario atual, com a pandemia de COVID-19, é dificil ndo fazer
comparacdes entre as doencas respiratérias, como ao HRSV e 0 SARS-CoV-2,
porque ambos os virus afetam desproporcionalmente os adultos mais velhos,
dificultando o diagndstico somente com a clinica (Falsey & Walsh 2020). No
entanto, existem diferencas na patogénese das doencas provocadas por estes
virus. Na infeccdo por HRSV, a congestdo nasal e os sintomas respiratorios
superiores sdo comuns, podendo progredir para tosse produtiva, dispneia,
sibilancia e a febre ndo € uma caracteristica comum, diferindo da infec¢éo por
Influenza e pelo SARS-CoV-2 por exemplo (Tseng et al. 2020).

Apesar de afetar milhbes de pessoas por ano, ainda ndo existe um
medicamento especifico para tratar a infeccdo pelo HRSV. O padréo para o
tratamento em adultos é principalmente limitado a cuidados de suporte com o
uso de broncodilatadores, oxigénio suplementar, liquido intravenoso e
antipiréticos (Borchers et al. 2013). Em pacientes com risco de infeccdo aguda
pelo HRSV recomenda-se a utilizacdo do Palivizumabe, um anticorpo
monoclonal para imunoprofilaxia, aprovado pelo Food and Drug Administration
(FDA) em 1998 (IMpact-RSV Study Group 1998). Para tratamento, a Ribavirina,
um farmaco utilizado no tratamento de infec¢cdes causadas por diversos virus
respiratorios pode ser indicada, entretanto, o seu uso em recém-nascidos e
criangas hospitalizadas deve ser realizado com prudéncia devido seus efeitos
colaterais (Chidgey & Broadley 2005).

O palivizumabe é um anticorpo monoclonal composto de 95% de
aminoacidos humanos e 5% murinos, que se liga a glicoproteina F bloqueando

a ligacdo e absorcdo pelos receptores celulares do hospedeiro, inibindo a
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replicagéo e a propagagédo do HRSV (Johnson et al. 1997, Subramanian et al.
1998). No Brasil, passou a ser utilizado no estado de Sado Paulo em 2007, e em
2014 a ser disponibilizado pelo Sistema Unico de Satde (Lima et al. 2020)

O alto custo do palivizumabe geralmente limita seu uso apenas em
criangas de “alto risco”, incluindo bebés nascidos prematuramente, aqueles com
doenca cardiaca congénita (CHD) ou doenca pulmonar cronica (CLD)
(Subramanian et al. 1998).

O anico medicamento licenciado para o tratamento da infecgdo por HRSV
é a Ribavirina em aerossol, um agente antiviral de amplo espectro aprovado pelo
FDA, utilizado em pacientes com maior risco de evolugédo para doenca grave,
atuando na inibicdo da replicacéo viral, inibindo a sintese de proteinas virais
estruturais (Conrad et al. 1987, Borchers et al. 2013). As diretrizes da Academia
Americana de Pediatria (AAP) né&o recomendam seu uso de forma rotineira
devido as insegurancas quanto a sua eficacia, seus possiveis efeitos colaterais
e ao seu alto custo (Jartti et al. 2009).

O HRSV possui alguns desafios para o desenvolvimento de vacinas,
como a possibilidade de reinfecdo ao longo da vida pois a imunizacado nao é
completa e duradoura (Hall et al. 1991). No entanto, infec¢cdes repetidas estao
associadas a diminuicdo do risco de infeccBes do trato respiratorio inferior,
mesmo se a infec¢do secundaria ocorrer no primeiro ano de vida (Ohuma et al.
2012).

A primeira tentativa de se obter uma vacina para HRSV foi feita utilizando
o virus inativado com formalina na década de 60, administrado em criancas
pequenas em um esquema de trés doses, baseado em testes com vacinas para
outros virus. Infelizmente, apesar de ser imunogénica, o experimento falhou e
resultou em aumento das doencas respiratorias apoés infecgédo natural pelo virus,
na qual varias criancas vacinadas foram hospitalizadas e duas vieram a Obito
(Kim et al. 1969).

Desde a descoberta do HRSV, diversos estudos sédo voltados para o
desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz. Nos ultimos anos, com o
aumento da compreensao da biologia do HRSV e os avancos tecnologicos das
pesquisas relativas as vacinas tém progredido significativamente, em 2020
encontram-se em testes clinicos cerca de dezenove vacinas e dois candidatos a

anticorpos monoclonais de nova geracao (Hirve et al. 2020).
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Apesar das glicoproteinas F e G serem os principais alvos de anticorpos,
a proteina F é o alvo no desenvolvimento de vacinas, uma vez que é mais
conservada e apresentacao de multiplos epitopos neutralizantes em relacdo a G
(Taleb et al. 2018)

Diferentes abordagens para a prevencao da doenca por HRSV estdo em
estudos e os dois ensaios publicados mais promissores sdo: um sobre a
vacinacdo materna (Madhi et al. 2020) e um sobre a imunizacdo passiva de
bebés com um anticorpo monoclonal de longa duracdo (Griffin et al. 2020). A
justificativa para a vacinagdo materna € estimular a producéo de IgG para o alvo
do HRSV (proteina F), que pode entéo ser transferida através da placenta para
0s bebés e protegé-los contra doencas nos primeiros meses de vida, quando séo
mais vulneraveis a doencas graves e se tem a maior carga de 6bitos (Madhi et
al. 2020).
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1.9 Vigilancia de Virus Respiratorios

Desde 1952 a OMS realiza a vigilancia global de influenza com o projeto
WHO's Global Influenza Surveillance and Response System - GISRS, cujo
objetivo € identificar as cepas circulantes e fornecer informagdes para subsidiar
as recomendacodes para a composi¢ao de vacinas, monitorar a epidemiologia da
do virus influenza globalmente e alertar para novas mutagdes e outros patdégenos
respiratorios (WHO 2017, Broor et al. 2020).

Diante da importancia epidemiol6gica e o impacto que o VSRH causa e
da eminéncia de se obter uma vacina contra esse virus a OMS desenhou um
projeto piloto para fortalecer a vigilancia genémica do VSRH. Com o objetivo de
aproveitar a estrutura ja bem estabelecida do GISRS, em 2016 foi criado um
projeto piloto de vigilancia de VSRH com o objetivo de descrever melhor a
situacdo epidemioldgica, as variagbes sazonais, incidéncia em diferentes regides
geograficas e subsidiar informagdes que auxiliem no desenvolvimento de uma
vacina. Quatorze paises, que ja eram membros do GISRS foram selecionados e
convidados para o piloto em 2016, incluindo o Brasil. Em 2021, o projeto
encontra-se em fase Il, uma extensao de trés anos (até outubro de 2021) e visa
consolidar as suas realizacdes e se propde a ampliar o monitoramento do VSRH
(WHO 2017).

O Brasil conta com uma rede de vigilancia sentinela de Sindrome Gripal
(SG) e de Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) desde 2000 (Barros et
al. 2004). Em 2019, antes da pandemia de COVID-19, até a semana
epidemioldgica (SE) 49 foram coletadas 20.359 amostras no pais, onde 86,4%
(17.581/20.359) possuem resultados inseridos no sistema de informacdo e
25,8% (4.540/17.581) tiveram resultados positivos para virus respiratorio.
Influenza é o mais predominante nas infecgbes com 52,1% dos casos
(2.365/4.540) e 47,9% (2.175/4.540) para outros virus, predominando o VSRH.
As regides Sudeste e Sul apresentaram maior circulacédo de HRSV, Influenza A
(HIN1)-pdmOQ9 e Influenza B, ja as regibes Norte, Nordeste e Centro-Oeste a
maior circulacdo é de HRSV. Ao todo foram notificados 4.939 6bitos por SRAG,
0 que corresponde a 12,6% (4.939/39.190) do total de casos (Brasil 2019).

No boletim epidemiolégico emitido pelo Ministério da Saude do Brasil
(2019) ressalta-se a necessidade de acbes de fortalecimento na vigilancia

sentinela da SG nas regides Norte e Nordeste do pais, uma vez que melhorando
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0 numero de unidades notificadoras e as atividades de vigilancia sera possivel
observar a sazonalidade e definir acées de prevencao e controle da Influenza e
conseguentemente outros virus respiratorios.

Em 2019 foi observado logo nas primeiras semanas epidemiologicas
uma antecipagao da sazonalidade da circulacdo de Influenza A (H1N1) - pdm09
no estado do Amazonas (MS 2019). Entre as semanas epidemioldgicas 1 a 25
de 2019, foram notificados 1.533 casos que atendem a definicdo de SRAG no
estado. Destes, 38% (586/1.533) tiveram resultado positivo para virus
respiratérios, dos quais destaca-se: 68% (400/586) por RSV, 20% (120/586) por
Influenza A(HIN1) - pdm09 e 12% (63/586) por outros virus (HMPV, HAdV e
PIV). Isto se deve ao periodo sazonal da gripe que na regido Norte costuma
acontecer no inicio do ano, com a intensificagdo das chuvas nos meses de
dezembro a maio, entretanto o numero de casos foi superior ao esperado
(FVS/AM-RCP 2019).

Em dezembro de 2019 foram relatados casos de Sindrome Respiratoria
Aguda Grave (do inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome - SARS) em
pacientes com pneumonia em Wuhan, China (Zhou et al. 2020). Posteriormente,
foi confirmado que se tratava de uma infeccédo por um novo coronavirus (SARS-
CoV-2) (Wu et al. 2020).

A COVID-19 foi declarada pandemia em 11 de marco de 2020 (WHO
2020a). No Brasil, o primeiro caso registrado foi notificado em 26 de fevereiro de
2020 (MS 2020) e em 15 de novembro de 2021 o pais contabiliza
aproximadamente 22 milhdes de casos confirmados e 611.283 mil O6bitos
(https://covid.saude.gov.br/). No estado do Amazonas o primeiro caso foi
confirmado em 13 de marco de 2020 pela Fundacéo de Vigilancia em Saude do
Amazonas (FVS/AM-RCP 2020).

Cabe ressaltar que o0 Amazonas apresenta particularidades quando
comparado a outros estados brasileiros, como as condi¢cdes geoclimaticas e o
fluxo migratorio internacional através de suas fronteiras, tornando ainda mais
complexa a realidade epidemioldgica da regido. No ano de 2019 foi registrado o
maior nimero de notificacdes de SRAG dos ultimos cinco anos no estado, com
aumento de 680% (FVS/AM-RCP, 2019). Chama-se atencéo para o fato que, de
acordo com os boletins epidemioldgicos de 2019 e 2020, apenas uma pequena

porcentagem dos casos de SG e de SRAG tiveram o agente etiolégico
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identificado. Dessa forma, este projeto visa contribuir com a epidemiologia
molecular do RSV em um periodo imediatamente anterior a pandemia de
COVID-19, com o intuito de auxiliar no conhecimento da circulacéo viral e na

prevencao de futuros problemas de saude publica.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar geneticamente o Virus Sincicial Respiratério Humano que circulou

no estado do Amazonas no ano de 2019.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Identificar os subgrupos de HRSV e genotipos em circulagdo no estado
do Amazonas;
e Descrever mutacdes observadas ao longo do genoma,
e Inferir a origem das linhagens e introdu¢des do HRSV em circulagéo no

Amazonas;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras utilizadas no estudo

Em Manaus, a Fundacao de Vigilancia em Saude (FVS/AM-RCP) realiza
o monitoramento de casos de SG e SRAG em unidades hospitalares publicas e
privadas, de atendimento pediatrico e adulto. As amostras clinicas (aspirado
nasofaringeo/nasal ou secrecao de nasofaringe coletada por swab) de pacientes
com SG ou SRAG cedidas para o estudo foram coletadas nas unidades
sentinelas para virus respiratérios do Estado. Como rotina, as amostras foram
enviadas ao Laboratorio Central de Saude Publica do Amazonas — LACEN/AM
onde sédo realizados testes para a identificacdo do agente etioldgico, utilizando
Imunofluorescéncia Indireta (Respiratory Panel 1 Viral Screening & Identification
Kit (Chemicon International, Inc. Temecula, CA) e RT-PCR em tempo real. Apos
o diagnéstico, amostras positivas para HRSV foram cedidas ao grupo de
virologia do Laboratério Ecologia de Doencas Transmissiveis ha Amazbnia —

EDTA da Fiocruz Amazénia para analises gendémicas complementares.

3.2 Critérios de incluséo

Amostras positivas para HRSV diagnosticadas pelo LACEN/AM foram
selecionadas para sequenciamento tendo como critério o valor limite de ciclo
(Ct), sendo escolhidas as que tiveram o Ct menor que 30, devido a dificuldade

de sequenciamento de amostras com Ct superiores.

3.3 Aspectos éticos

O projeto possui termo de anuéncia aprovado pela FVS/AM-RCP
(Processo N° 01.02.017306.00002917.2019). Faz parte do projeto maior
“Vigilancia genémica de virus negligenciados, emergentes el/ou
reemergentes na Amazbnia: antecipando possiveis emergéncias
sanitarias” submetido ao Programa Inova Fiocruz. Edital de Geracédo de
conhecimento. Aprovado no comité de ética da Universidade do Estado
Amazonas (CAAE: 25430719.6.0000.5016).

3.4 Coleta e diagndstico das amostras pelo LACEN/AM
Como rotina do servico de vigilancia laboratorial de virus respiratorios, as

unidades de saude realizam a coleta das amostras em tubos contendo 3 mL de
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Meio de Transporte Viral (MTV) ou aspirado e enviam para o LACEN/AM. O
material coletado € mantido sob refrigeracdo (2°C a 8°C) do transporte até o
momento do processamento das amostras, conforme Avelino 2015. No
LACEN/AM, a deteccao dos agentes virais é realizada seguindo um protocolo de
RT-PCR em tempo real desenvolvido pelos Centros de Controle e Prevencao de
Doencas (EUA) (WHO 2009a), onde sdo detectados os virus Influenza (A e B),
HAdV, HBoV, Enterovirus, HMPV, HRSV e PIV (1 a 4).

Apo6s o diagnoéstico, uma aliquota de no minimo 250 pl das amostras
positivas para HRSV e que atendem ao critério de selecdo, foram
disponibilizadas ao Laboratério de Virologia do ILMD — Fiocruz Amazénia e

armazenada a -80°C até a sua utilizacao.

3.5 Extracdo do RNA (Acido Ribonucleico) viral

O material genético viral (RNA) foi extraido a partir de 200 uL da amostra
utiizando o Kit Biogene (Bioclin), seguindo as instru¢cdes do fabricante.
Resumidamente, as amostras foram tratadas com proteinase K, tampao de lise
e etapas de lavagens com reagentes do proprio kit. Ao final do processo, foi
obtido um eluido de 50 puL por amostra extraida, o qual foi armazenado em
freezer -80°C até utilizacdo em ensaios moleculares.

O controle positivo interno MS2, um bacteri6fago de genoma RNA
utilizado em uma titulacdo previamente conhecida, foi adicionado em todas as

extracoes.

3.6 RT-PCR em tempo real paraidentificacdo dos grupos Ae B

Em um primeiro momento, todas as amostras foram submetidas a um
ensaio RT-PCR em tempo real para identificacdo dos subgrupos aos quais
pertenciam: HRSV-A ou B. As reac¢0es foram realizadas em placas de 96 poc¢os
com volume final de 10 pl, sendo 7,5 pul de mix e 2,5 ul de RNA. Para o preparo
do mix de reacdo, foi utilizado TagMan® Fast Virus 1-Step Master Mix (Thermo
Fisher cat: 4444434), sondas [0,1 uM] marcadas com fluorescéncia FAM e
primers [0,3 pM] especificos. A reacdo de RT-PCR foi conduzida no
termociclador QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific) da plataforma de PCR
em tempo real do ILMD, utilizando uma ciclagem de: 50°C por 5 min; 95°C por

20 segundos; 45 ciclos de 95°C por 3 segundos e 60°C por 30 segundos.
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3.7 Sintese de acido desoxirribonucleico complementar (cDNA)

Para a sintese do DNA complementar (cCDNA) a partir do RNA extraido,
foi utilizada a enzima SuperScript IV® (Invitrogen™), em uma reacdo com
volume final de 20 pL, posteriormente otimizada para 12 pL. Em um microtubo
de 0,2 mL, o RNA era adicionado juntamente com os iniciadores randémicos [10
mM] e em seguida levado ao termociclador (Proflex PCR Systems, Applied
Biosystems) por 5 minutos a temperatura de 65°C para promover o
desenovelamento do RNA e permitir a ligacdo dos iniciadores. Em seguida,
imediatamente apds retirar os tubos do termociclador, estes eram
acondicionados em banho de gelo por dois minutos, seguido da adicdo do mix
de reacdo, composto pelos seguintes reagentes: solucdo tampdo 5X, DTT
[0,1M], ANTP [10 mM], inibidor de RNAse SUPERase [20U/uL], a enzima SSIV
[200U/uL], e &gua ultrapura. Para a reacdo foram utilizadas as seguintes
condi¢cBes no termociclador: 25°C por 15 min, 37°C por 15 min, 45° por 15 min,
50° por 15 min, 70°C por 15 min e 4°C .

3.8 Amplificacédo do gene Gde HRSV AeB

Inicialmente, os cDNAS sintetizados foram submetidos a PCR tendo como
alvo somente o gene G, utilizando oligonucleotideos desenhados pelo nosso
grupo de pesquisa (Tabela 3). A reacao de PCR tinha um volume final de 25 pl,
composta por Tampéao 10X, MgClz [50 mM], dNTPs [10 mM], Primer Mix [5 uM]
e Platinum Taq DNA Polymerase [5U/ pl]. As condic¢des utilizadas foram: 1 ciclo
de 2 minutos a 94°C para desnaturacao inicial; seguidos de 35 ciclos a 94°C 30
segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1 min e 40 segundos; extensao final
a 72°C por 7 min e 4°C .,

Tabela 3 — Descricao dos iniciadores utilizados para amplificacdo do gene G do VSRH
A e B. Sequéncia, temperatura ideal e tamanho dos amplicons.F (Forward) e R (Reverse).

INICIADORES SEQUENCIA NUCLEOTIDICA HRSV °C PB

HRSVA_SH_4328 FNF TCATAATCTCCATCATGATTGCAA

HRSVA_F_5761_FNR TGATAAAATTCTTCAGTGATGTTTTGAC

HRSVB_SH_4327_FNF GAATTCACAAGCAAATTTTGGCC

HRSVB_SH_5772_FNR GTCGATTGGTAAAACTCCTCAGT B 58°C 1.446

*Iniciadores desenhados pelo grupo de pesquisa

55°C 1.434
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3.9 Amplificagdo do genoma completo

Para a obtencédo do genoma completo do HRSV, utilizamos um protocolo

onde foram gerados quatro amplicons de aproximadamente 4Kb cada,

sobrepostos, com conjuntos de iniciadores descritos por Di Giallonardo et al.

(2018). A reacao era composta por 1 ul do cDNA, master mix PCR Platinum

SuperFi Il Green (ThermoFisher Scientific), uma enzima de alta fidelidade, e os

iniciadores (Tabela 4).

Tabela 4 - Iniciadores utilizados na PCR convencional para amplificagdo do genoma

completo de HRSV

INICIADOR SEQUENCIA NUCLEOTIDICA AMPLICON PB
HRSV_SEG1_01F ACGCGAAAAAATGCGTACTACAAAC
HRSV_SEG1_6F AAAAAATGCGTACTACAAACTTGC 1 4.017
HRSV_SEG1_4017R CGTGTAGCTGTRTGYTTCCAA
HRSV_SEG2_3905F GGAGCATTCAAATAYATMAAGCC
HRSV_SEG2_7432R TRCTTARTGTRACTGGTGTG 2 3521
HRSV_SEG3_7215F TGATGCATCAATATCTCAAGTCA
HRSV_SEG3_11165R GRCCTATDCCTGCATACTC 3 3950
HRSV_SEG4_10959F TGGACCATWGAAGCYATATCA
HRSV_SEG4_15333R AGTGTCAAAAACTAATRTCTCGT 4 4.374

HRSV_SEG4_2_15344R

ACGAGAAAAAAAGTGTCAAAAACTAAT

(Di Giallonardo et al.

2018)
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3.10 Analise dos produtos amplificados

Cada amplicon foi visualizado como um fragmento de DNA Unico em
eletroforese em gel de agarose a 1% (80V por 1h) utilizando corado com GelRed
(Biotium, Hayward, CA, EUA). Para confirmar a amplificacdo do produto no
tamanho esperado foi utilizado o padrdao de peso molecular High Range DNA
Ladder (FastRuler) de 10.000 pares de base (pb).

3.11 Purificagéo dos produtos de PCR com Polietilenoglicol (PEG)

Os produtos amplificados foram purificados por precipitagdo com
Polietilenoglicol (PEG) 8000 (Promega), cujo objetivo € a remocao de
nucleotideos e iniciadores nao incorporados na PCR que podem vir a interferir
na reacao de sequenciamento, utilizando o protocolo de Humphreys et al. (1975)
adaptado pelo nosso grupo de pesquisa.

Em um microtubo de 1,5mL, foi preparada uma proporcédo 1:1 entre o
produto de PCR e PEG (20%), seguida de uma incubacao a 37°C por 15 minutos
em termobloco. Posteriormente, era realizada uma centrifugagcéo a 2.500 RCF
por 15 min a temperatura ambiente e ao final descartava-se o sobrenadante por
inversdo. Na etapa seguinte, uma lavagem era realizada adicionando-se 125 uL
de etanol 80% gelado e uma nova centrifugacdo a 1450 RCF por 3 min.
Novamente o sobrenadante descartava-se o sobrenadante por inversdo e o
microtubo era levado para secagem a 37°C por 15 min no Speed-Vac para a
remocao dos residuos de etanol. Por fim, o DNA era ressuspendido em 10 ul de
agua livre de nucleases e era armazenado a -20°C overnight.

Apbés a etapa de purificagdo, os produtos eram quantificados em ng/uL
usando o fluorimetro Qubit 2.0 e o kit de ensaio dsDNA HS (Thermo Fisher

Scientific).

3.12 Sequenciamento do gene G

As amostras purificadas foram submetidas ao sequenciamento capilar
tomando como base o método de dideoxinucleotideos (Sanger et al. 1977),
utilizando os iniciadores apresentados na tabela 2. As reagfes de
sequenciamento foram conduzidas em placa utilizando um mix de reagdo com
volume final de 10 pL contendo 2 pL de solucéo tampéao (5X), 1 yL do iniciador

(3,2 uM), 0,3 pL de BigDye (2,5X), volume de amostra de acordo com a
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concentracéo ideal para o tamanho de cada fragmento (aproximadamente 20 ng)
e agua livre de nucleases. Em seguida a placa foi levada ao termociclador Veriti
(Applied Biosystems) sob as seguintes condi¢des: 96°C por 1min; 96°C por 10s,
55°C por 15s, 60°C por 2min (20x); 96°C por 2min, 55°C porl5s, 60°Cpor 3min
(10x); 4°C . Para a reacdo de sequenciamento foram incluidos outros primers

descritos na tabela 5 desenhados pelo grupo.

Tabela 5 — Descri¢cdo dos iniciadores adicionados na reagéo de sequenciamento para
HRSVAeB

INICIADORES SEQUENCIA NUCLEOTIDICA 5-3’ HRSV
HRSVA_G_4736_FNF TGGGACACTCTCAATCATYTATTATT
HRSVA G_4761_FNR AATAATARATGATTGAGAGTGTCCCA HRSV-A
HRSVB_G_4836_FNF AATCTCAACCTCTCTCATAATTGC
HRSVB_G_4859 FNR GCAATTATGAGAGAGGTTGAGATT HRSV-B

Apés a reacao de sequenciamento os produtos gerados foram purificados
utilizando o protocolo EtOH/EDTA/Acetato de sodio, disponivel na bula do
Bigdye v3.1 (Applied Biosystem). Em resumo, apés a retirada da placa do
termociclador ou congelador foi feita uma centrifugacdo a 2000g por 1 min.
Posteriormente adicionado 5 pL da solucdo de EDTA 125mM + acetato de sodio
a 3M (pH 5,2). Em seguida foi adicionado 25 pL de EtOH 100%, e a placa foi
selada e invertida por 4 vezes.

A placa foi entdo incubada por 15 min a temperatura ambiente seguida de
duas etapas de centrifugacéo, uma a 2.000g por 45 minutos a 4°C e outra a 180g
por 1 minuto, com descarte do sobrenadante apds cada etapa. Posteriormente,
foi adicionado 35 pL de EtOH a 70% em cada poco da placa, seguido de
centrifugacédo a 1.650g por 15 min a 4 °C. O liquido da placa foi descartado
novamente por inversao e mais uma centrifugacdo por 1 min, seguida de
incubagéo a 60°C por 15 min no termociclador.

Por fim, as amostras foram ressuspendidas em 10 pL de formamida Hi-Di
e a placa aquecida a 95°C por 1 minuto foi montada e levada ao sequenciador
ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) instalado na plataforma de

sequenciamento capilar do ILMD — Fiocruz Amazonas.
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3.13 Sequenciamento do genoma completo por NGS

Os amplicons de cada amostra foram normalizados e agrupados. As
bibliotecas foram construidas usando o Nextera DNA Flex Library Prep e
sequenciadas com MiSeq Reagent Micro Kit v2 (500 ciclos), seguindo os
protocolos do fabricante. O sequenciamento de nucleotideos foi realizado na
plataforma MiSeq (lllumina, San Diego, CA, EUA), instalada no ILMD, em uma

execucao pareada (2x150 ciclos).

3.14 Montagem das sequéncias

As leituras no formato FASTQ foram geradas pelo pipeline da lllumina no
BaseSpace (https://basespace.illumina.com ). Todos os arquivos foram baixados
e importados para o Geneious v10.2.6 para a montagem do contig de cada
amostra e utilizadas algumas ferramentas embutidas como BBDuk e BBMap
(v37.25). Em sintese, as sequéncias foram aparadas, removendo as
extremidades que apresentaram baixa qualidade para evitar qualquer viés,
assim como as regibes de ligacdo dos iniciadores. As sequéncias foram
montadas inicialmente utilizando as sequéncias de referéncia disponiveis no
GenBank NC_038235 para HRSV-A e NC_001781 para HRSV-B e depois com
as sequéncias MW160824 para A e KF826822 para B.

3.15 Analises das sequéncias e filogenia

Para o estabelecimento de relacfes filogenéticas entre as sequéncias de
HRSV encontradas neste estudo e de outras localidades, montamos bancos de
sequéncias de genomas completos e do G (minimo 700 pb) de HRSV-A e HRSV-
B separados, obtidas do GenBank. Renomeamos as sequéncias para melhor
visualizacdo das arvores da seguinte maneira: Numero de acesso no Genbank

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/), pais de origem e data de

isolamento/coleta. Para os genomas completos foram removidas todas as
regioes intergénicas e as regides codificantes (CDS) foram concatenadas antes
do alinhamento. As sequéncias foram alinhadas usando MAFFT v.7.475 (Katoh
& Standley 2013).

Para a definicdo dos gendtipos, baseamos as andlises no gene G,
utilizando sequéncias HRSV - A e B que continham preferencialmente o G

completo (aproximadamente 900pb). As sequéncias de referéncia dos genaotipos
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que foram utilizadas seguem conforme descrito por Mufioz-Escalante e Vianna
et al. 2021. O conjunto de dados final consistiu em 229 sequéncias de genomas
de HRSV-A com comprimento de 15.062 nt, e 398 de HRSV-B, com comprimento
de 15.033 nt, que continham as CDS completas.

Para a colocarmos nossas sequéncias em um contexto global, foram
baixadas todas as sequéncias de genoma completo (CDS) de HRSV- A e B que
estavam disponiveis no GenBank até maio de 2021 que continham as
informacdes de data e localizacdo (pais). Foram excluidas aquelas que
continham multiplas bases nao identificadas (>1% de Ns) nas sequéncias finais,
assim como sequéncias outliers encontradas com o auxilio do programa
TempEst 1.5.3.

Utilizando o software 1Q-TREE multicore version 2.1.1 COVID-edition,
plotamos um grafico de “Likelihood mapping analysis’, para verificar se o
conjunto de dados teria sinal filogenético suficiente para as analises. Arvores de
maxima verossimilhanca (MV) foram entdo estimadas para ambos o0s
alinhamentos HRSV-A e HRSV-B usando o IQ-TREE, sob o modelo de
substituicdo de nucleotideo GTR + F+ R2 de acordo com Bayesian Information
Criterion (BIC) escolhido pelo ModelFinder. Geramos também uma &arvore
filogenética de MV calibrada pelo tempo usando a ferramenta Timetree embutida
no IQ-TREE (Nguyen et al. 2015).

Para determinar se os dados possuem estrutura temporal, uma regressao
da “raiz-a-ponta” da distancia genética em relacéo ao tempo foi realizada usando
TempEst v.1.5.3 utilizando as arvores de MV separadas para HRSV-A e HRSV-
B.

Estimamos a taxa evolutiva nos conjuntos de dados para o HRSV-A e o
HRSV-B; o tMRCA dos clados amazbnicos e a origem mais provavel (pais)
através de anadlise fitogeografica discreta por Inferéncia Bayesiana (Bl) no
programa BEAST 1.10.4 (Suchard et al. 2018). Dois arquivos foram utilizados
como input, um arquivo de alinhamento em formato nexus e um arquivo texto
(traits) com os taxons e 0s seus respectivos paises. Adotamos um modelo de
substituicdo de nucleotideos GTR+G e para os dados discretos um modelo de
substituicdo simétrica com inferéncia de redes sociais BSSVS. O modelo de
reldgio molecular estrito foi utilizado com base na analise do TempEst e no artigo

de Di Giallonardo et al. (2018) e um modelo de coalescéncia de tamanho
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constante. Foram utilizados os valores default para os priors e operadores auto
otimizados. Por fim, os parametros de corrida foram programados para 50
milhdes de passos, com uma amostragem a cada 5000 passos de maneira a
armazenar os dados de 10000 arvores filogenéticas.

A convergéncia das variaveis de interesse (ESS > 200) foi avaliada no
programa Tracer v.1.7.1 (Rambaut et al. 2018), apds um burn-in de 10%, assim
como os valores de taxa de evolucédo e tMRCA.

Uma arvore de Méaxima Credibilidade de Clados (MCC) foi gerada para
cada conjunto (HRSV-A e HRSV-B) com a ferramenta TreeAnnotator V.1.10.4
apos burn-in de 10% das arvores com uma anotacdo de limite minimo de
probabilidade posterior de 0.5.

Todas as arvores filogenéticas criadas nas analises de MV e BI foram
editadas com 0 auxilio do programa FigTree v.1.4.4

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) enraizando em um ponto central

(midpoint root) e organizando os nds em ordem crescente. Os valores de aLRT
e UltraFast Bootstrap (MV) e probabilidade posterior (Bl) sdo mostrados para os

clados principais.
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3.16 Fluxograma da metodologia
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foram triadas 57 amostras positivas para HRSV
diagnosticadas por RT-PCR em tempo real no LACEN-AM nos anos de 2019,
2020 e 2021, que estavam dentro do nosso critério de selecdo, com Ct menor
que 30 visando o sequenciamento genético. Ao total, 17 amostras referentes
somente ao ano de 2019 foram sequenciadas e utilizadas para as andlises
filogenéticas.

Inicialmente, o projeto tinha como objetivo caracterizar geneticamente
outros virus respiratérios concomitante ao HRSV, como FLU, HAdV e HMPV.
Com isso, amostras destes virus também foram selecionadas (Tabela 6), mas
nao foram incluidas ao final deste trabalho em decorréncia dos esforgos voltados
totalmente para resposta a pandemia de COVID-19 no estado, uma vez que
nosso laboratério € um dos trés oficiais da rede de vigilancia de SARS-CoV-2 no

Amazonas.

Tabela 6 — Amostras de Virus Respiratérios obtidas ao longo dos anos de 2019 a 2021

Influenza A Influenza B HRSV  Adenovirus Metapneumovirus

2019 a7 21 36 2 10
2020 8 23 10 4
2021 0 0 11 0
Total 55 44 57 6 10

4.1 Identificag&o dos subgrupos de HRSV (A e B)

ApoOs a extracdo de acidos nucléicos, as amostras de HRSV foram
submetidas ao ensaio de RT-PCR em tempo real para a identificacdo dos
subgrupos (A ou B), onde foi observada uma diferenca de circulagdo ao longo
dos trés anos (Figuras 9 e 10). Entretanto, deve-se levar em consideracao a
baixa amostragem nos anos de 2020 e 2021 devido os esforgos terem sido
destinados majoritariamente ao diagnéstico de SARS-CoV-2, comprometendo a
identificacdo de outros virus respiratorios e consequentemente a triagem de mais

amostras para este estudo.
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Identificagdao dos subgrupos de HRSV
entre 2019 e 2021 em Manaus

B TOTALRSV-A B TOTAL RSV-B

1

2019 n=33 2020 n=10 2021 n=11

Figura 7 — Representacao do total de amostras caracterizadas como HRSV A e B nos
anos de 2019, 2020 e 2021 provenientes do estado do Amazonas. Em azul: HRSV- A e
laranja HRSV-B.

Nesse ensaio 3 (8,3%) amostras do ano de 2019 n&o foram positivas para
nenhum dos dois grupos de RSV na RT-PCR e nao tiveram amplificacdo na PCR
convencional. Cinco (13,8%) correspondiam a HRSV-A e 28 a HRSV-B (77,7%).
Diferente de 2019, as mostras de HRSV referentes a 2020 e 2021 pertenciam
guase em sua totalidade ao grupo A (20/21).

Amplification Plot
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Figura 8 — Identificacdo dos subgrupos de HRSV nas amostras incluidas no estudo por
RT-PCR em tempo real. Curvas de amplificacdo de HRSV A e B em escala linear diferenciando
os dois grupos.
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Na América do Sul, 0 HRSV esta entre 0s virus respiratdrios mais comuns
detectados em individuos que apresentam infeccdes agudas do trato
respiratorio, e € uma das principais causas de infeccdo infantil, onde a
pneumonia, bronquiolite e sibilancia s&o caracteristicos (Suryadevara &
Domachowske 2021). No Brasil, as doencas respiratérias sdo responsaveis por
aproximadamente 22% de todas as mortes entre criancas de 1 a 4 anos, sendo
a principal causa de 6bito para esta faixa etaria, predominando a infeccéo por
HRSV (Passos et al. 2019).

O HRSV pode ser classificado em dois subgrupos: HRSV-A e HRSV-B e
os dois subgrupos podem circular separadamente ou simultaneamente durante
epidemias, variando de acordo com a regido e ano (Anderson et al. 1985,
Johnson et al. 1987). Alguns autores apontaram que o HRSV-A é mais virulento
que o HRSV-B, enquanto outros estudos n&o encontraram diferencas
significativas entre eles (Papadopoulos et al. 2004, Laham et al. 2017).

Vianna et al. (2021) investigou durante o periodo de 2016 a 2018 a
prevaléncia de HRSV em criancas de até 3 anos com infeccao respiratoria aguda
grave no Espirito Santo, Brasil. Neste, as criancas infectadas com HRSV-A
apresentaram maior gravidade clinica, permaneceram mais tempo no hospital e
necessitaram de cuidados intensivos quando comparadas as criancas infectadas
pelo HRSV-B.

Em nosso estudo, foi observada a co-circulagdo de HRSV-A e HRSV-B
no ano de 2019, sendo o grupo B o mais encontrado (28/33). Embora o HRSV-
A seja mais frequentemente detectado do que o RSV-B, alguns estudos mostram
a predominancia de HRSV-B em certos surtos (Martinez et al. 1999).

Por outro lado, nos anos de 2020 e 2021, apesar do numero de amostras
baixo, 0 HRSV-A predominou sobre o grupo B em quase 100%, onde 20 das 21
amostras detectadas foram do grupo A.

Sé&o descritos diferentes padrdes de circulacdo de HRSV na literatura,
onde a cada um ou dois anos de dominio do grupo A tem um ano de dominio de
B (Hall et al. 1990). Um estudo realizado durante 10 anos na Finlandia mostrou
a ocorréncia ciclica do virus e que a cada dois anos a prevaléncia alterna entre
A e B (Waris 1991).
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4.2 Padronizacao da PCR convencional para o sequenciamento do gene G

Para o sequenciamento do gene da proteina G de HRSV, realizamos
testes de padronizacédo de um protocolo com primers desenvolvidos pelo nosso
grupo de pesquisa, no qual foram observados os melhores resultados quando
utilizada a temperatura de hibridizagdo de 55°C para HRSV-A e 58°C para
HRSV-B (Figura 11).
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Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose a 1% do produto de PCR do gene G de HRSV-B.
Padronizacdo da temperatura ideal. Era esperado a visualizagdo de bandas de 1.446pb. HR:
High Range, marcador de 10.000kb.

Com esse protocolo, 1 amostra de HRSV-A (VR_006) amplificou o gene
G e seguiu para sequenciamento pelo método de Sanger e 5 amostras de HRSV-
B (VR_005; VR_007; VR_010; VR_013 e VR_015), todas referentes a 2019.

Com uma analise inicial, realizamos uma busca em bancos de dados
publicos de sequéncias usando o pacote de programas BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), sob condi¢cdes default (i.e., megablast) (Zhang et al.
2000, Morgulis et al. 2008). Identificamos que a sequéncia de HRSV-A nomeada
de VR_006 agrupava com outras do gendtipo ON1, contendo a duplicagéo de 72
nucleotideos caracteristica ao final do gene G e as amostras de HRSV-B
agruparam a outras sequéncias pertencentes ao genotipo BA, com a duplicacéo
de 60 nt no G.

4.3 Padronizagdo da PCR convencional para o sequenciamento do genoma
completo de HRSV

Inicialmente, nosso objetivo era sequenciar somente o gene G, alvo mais
utilizado para genotipagem do HRSV, porém com a chegada do MiSeq (Illumina,
San Diego, CA, EUA) no ILMD nos propomos a fazer o sequenciamento do
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genoma completo para aumentar a robustez de nossos dados e contribuir
globalmente com mais genomas brasileiros do HRSV, uma vez que existem até
0 momento apenas 5 genomas do Brasil (hGmeros de acesso MG431251.1 -
MG431255.1) publicados nos bancos de dados mundiais.

Portanto, para a amplificagdo do genoma completo do HRSV otimizamos
um protocolo de PCR convencional ja descrito na literatura (Di Giallonardo et al.
2018). Avaliamos as temperaturas de: 52°C, 54°C, 56°C, 58°C, 60°C e 62°C, com
os iniciadores descritos na tabela 4, e amostras previamente identificadas como
pertencentes aos grupos HRSV-A e HRSV-B. Foram observados os melhores
resultados quando utilizada a temperatura de hibridizacdo a 54C° para os

amplicons 1, 3 e 4, e a 52°C para o amplicon 2 (Figura 12).

2 34 +2 34 1 234

Figura 10 - Padronizac8do de temperaturas para PCR do genoma completo de HRSV.
Eletroforese em gel de agarose a 1%. Teste de padronizacdo de temperaturas para
amplificacdo do genoma completo do HRSV. Cada po¢o nomeado de 1-4 corresponde ao
amplicon (1, 2, 3 e 4) alterando a temperatura. HR - Ladder 10.000 pb (High Range).

Mesmo apos tentativas de reextracdo e reamplificacdo, ndo obtivemos o
resultado esperado na PCR das amostras referentes aos anos de 2020 e 2021

e consequentemente ndo seguiram para o sequenciamento. As condi¢cdes de
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manipulacdo e armazenamento antes da chegada destas amostras ao ILMD
podem ter influenciado neste resultado.

Portanto, ao total, somente 17 amostras referentes a 2019 tiveram o resultado
esperado na PCR, onde amplificaram os quatro amplicons e seguiram para o
sequenciamento genético. As demais amostras de 2019 e as de 2020 e 2021
nao amplificaram nenhum fragmento ou tiveram pelo menos um ou dois
fragmentos sem amplificac&o, impossibilitando-nos de utiliza-las para sequenciar
0 genoma completo. Dessa maneira, todas as nossas demais andlises se

basearam somente nas amostras de 2019 sequenciadas.

4.4 Sequenciamento do genoma completo do HRSV por NGS

Dentre as amostras sequenciadas, quinze pertenciam ao HRSV-B e apenas
duas ao HRSV-A (Tabela 7). Desse total, 13 (73%) amostras eram de criancas
de menos de dois anos de idade, e foram coletadas no periodo sazonal do HRSV
e outros virus respiratérios no Amazonas, entre 0s primeiros meses do ano

correspondente ao periodo chuvoso da regido.

Tabela 7 — Descri¢cdo dos dados das amostras de HRSV 2019 sequenciadas.

ID AMOSTRA GEN. IDADE UNID. SE ct RSV

VR018 BR_AM_Manaus|2019-02-21 M 1 ano 8 19 B
VR029_BR_AM_Manacapuru|2019-04-09 M 12 ano 15 17 B
VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-11 NI 19 dia 15 18 B
VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12 F 1 més 15 19 B
VR023 BR_AM_lIrandubal2019-04-12 M 1 més 15 20 B
VR026_BR_AM_Manaus|2019-04-16 F 4 ano 16 18 B
VR027_BR_AM_Manaus|2019-04-16 NI 15 dia 16 17 B
VR007_BR_AM_Manaus|2019-04-22 F 3 més 17 15 B
VR028 BR_AM_Manaus|2019-04-24 M 1 ano 17 17 B
VR030_BR_AM_Manaus|2019-04-25 NI 1 més 17 19 B
VR002_BR_AM_Manaus|2019-05-08 M 10 ano 20 23 B
VR020 BR_AM_Manaus|2019-05-08 F 10 més 20 18 A
VR016_BR_AM_Manaus|2019-05-09 M 5 més 20 17 B
VR019 BR_AM_Manaus|2019-05-10 NI 25 dia 20 19 B
VR013_BR_AM_Manaus|2019-05-15 M 1 més 21 18 B
VR005_BR_AM_Manaus|2019-05-31 F 1 més 23 17 B
VR006_BR_AM_Manaus|2019-04-20 NI NI NI 17 18 A

NI: Nao informado; Género, idade, Semana Epidemiolégica (SE) correspondente a coleta do material, Ct e

subgrupo do HRSYV identificado.
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A frequéncia de HRSV, bem como dos outros virus respiratorios é
claramente influenciada por um padrao sazonal que pode variar de acordo com
a localizacdo geografica e as condi¢des climaticas de cada pais (Gurgel et al.
2016). Em paises de clima temperado, a circulagdo de virus respiratérios
intensifica no periodo de inverno, enquanto em paises de climas equatorial e
tropical, a circulacdo € maior durante a estacdo chuvosa (Obando-pacheco et al.
2018).

No estudo realizado por Hervas et al. (2012), na Espanha, foi observado
que os padrdoes anuais de hospitalizacdo por HRSV estavam fortemente
associados as condicdes meteoroldgicas, onde a pressdo atmosférica e a
temperatura média foram os principais fatores relacionados com aumento e
diminuicdo de casos.

Pesquisas voltadas a epidemiologia e sazonalidade dos virus respiratérios
no Brasil tém sugerido um padrdo sazonal para infeccbes por HRSV com
predominio de marco a julho, correspondendo aos meses de inverno ou
temporadas de chuvas, e menor nimero de casos nos meses de verdo,
principalmente de novembro a fevereiro (Vieira et al. 2001). Entretanto, como o
Brasil € um pais continental com cinco regiées geogréficas diferentes entre si, a
sazonalidade pode variar de acordo com cada regido, havendo relatos da
circulacdo do virus em meses diferentes do periodo sazonal classico (Pecchini
et al. 2008).

No ano de 2019 foi registrado o maior nimero de notificacdes de SRAG
dos dultimos anos no estado Amazonas, com aumento de 680% quando
comparado ao ano de 2018. Chama a atenc¢éo para o fato que, de acordo com
0s boletins epidemiolégicos de 2019 e no periodo anterior a pandemia de
COVID-19 em 2020, apenas uma pequena porcentagem dos casos de SG e de
SRAG tiveram o agente etiolégico identificado e o HRSV foi dominante,
identificado em 36,8% dos casos de SG e 59,8% dos casos de SRAG no estado,
com circulagéo da SE 1 a 27.

As amostras obtidas em nosso estudo estdo dentro do periodo sazonal
descrito, sendo influenciado pelo periodo chuvoso. Corroborando com nossos
dados, Freitas & Donalisio (2016) descrevem o pico de sazonalidade do HRSV
na regido Norte no més de abril no periodo de 2005 a 2014, em um estudo onde

as cinco regides do pais sédo analisadas para descrever a sazonalidade do virus.
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Em um estudo de coorte retrospectivo (abril de 2017 a agosto de 2018),
de criancas internadas em hospitais de Manaus que apresentavam sintomas
associados a infec¢des respiratorias agudas inferiores, mostrou-se que a maior
incidéncia de casos ocorreu no periodo chuvoso e que o HRSV foi o virus
detectado em maior frequéncia, seguido por MPV, Influenza e outros. A
codeteccdo do HRSV com outros virus, como Influenza A e B e parainfluenza,
foi relatada em 9 pacientes (Sobrinho et al. 2021).

Dentre as amostras sequenciadas, 14 pertenciam a capital do Amazonas,
Manaus, e duas a municipios vizinhos (Iranduba e Manacapuru). De acordo com
dados da FVS/AM-RCP (2019), em 2019 foram confirmados 388 casos de HRSV
em Manaus, 6 no Iranduba e 9 em Manacapuru, destacando-se a maior

ocorréncia em criancas, principalmente em menores de 1 ano e entre 1 e 4 anos.

4.5 Montagem do genoma

Em uma primeira montagem do contig de cada amostra obtida no
sequenciamento por NGS, utilizamos as sequéncias de referéncia para HRSV-A
(NC_038235) e HRSV-B (NC_001781) disponiveis no GenBank com o auxilio do
programa Geneious versao 10.2.2, e percebemos que em nossas sequéncias de
consenso ndao havia as regifes duplicadas caracteristicas dos genétipos que
identificamos quando foi realizado o0 sequenciamento por Sanger, uma vez que
as amostras VR_006 (HRSV A) e VR_007 (HRSV B) foram sequenciadas por

ambos os métodos (Figura 13).
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Figura 11 — Comparagéo entre a RefSeq de HRSV-A (NC_038235.1) com o fragmento da amostra
VR_006 obtido por sequenciamento capilar. A seta em roxo mostra a regido de 72 nt duplicada de
VR_006 e a seta em azul mostra o0 gap na sequéncia de referéncia.
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Dessa forma, fizemos uma nova montagem dos genomas utilizando a
sequéncia de maior similaridade encontrada no blastn, para ambos os subgrupos
de RSV (Figura 14), sendo HRSV-A (MW160824.1 — Australia 2017) e HRSV-B
(KF826822), onde obtivemos as sequéncias com as insercdes. As sequéncias
consenso finais tinham de 15.213 — 15.216 bp e cerca de 33,7% de contetdo
GC.

Consensus c TCA ¢ ; 12222222222222222222222222222 2222222222222222222222222222222222222222222
Identity

i

B
[+ 1. VRO06_BR_AM_Manaus|2019-04-... T
[+ 2. VR_006_Nova_RefSeq 2 GGCTATCCAAGCCCATCACAAGTCTATACAACATCCGGTCAAGAGGAAACCCTCCACTCAACCACC TCTGAT)

Selected 72 columns from 5,482 to 5,553 (0 ungapped bases before base 5,465). Mouse over column 5,555 (G) in Consensus

Figura 12 — Comparacdo entre a primeira montagem do genoma utilizando a RefSeq do
GenBank para HRSV-A (sem a duplicacdo) versus a segunda montagem utilizando a sequéncia
de referéncia de maior similaridade MW160824 (com a duplicac&o).

4.6 Genotipagem e analises filogenéticas e filogeograficas de HRSV-A e
HRSV-B

A definicdo dos gendtipos do HRSV é frequentemente realizada com base
no alinhamento dos 270 nucleotideos da segunda regido variavel do gene que
codifica a proteina G ou o G completo (Mufson et al. 1985). Sendo assim,
organizamos um conjunto de dados para HRSV-A e HRSV-B com as sequéncias
de referéncia para cada gendétipo que tivessem preferencialmente o G completo
ou quase completo (minimo 700 pb) e realizamos o alinhamento e subsequentes
analises filogenéticas.

Foi entdo identificado que as duas amostras de HRSV-A (100%)
sequenciadas pertenciam ao genétipo ON1 e todas as amostras de HRSV-B
pertenciam ao genotipo BA9 (100%), com a insercdo de 60 nt (Figuras 15 e 16).
Essa é a primeira vez que o gendtipo ON1 é identificado circulando no
Amazonas.

Em 2018, Santos e colaboradores apresentaram dados a respeito da
circulacdo do HRSV no Acre, Amazonas e Para, onde foi descrita a ocorréncia
dos gendtipos BA (HRSV-B) e ON1 (HRSV-A), sendo a primeira vez que se
comprovou a circulagdo do gendtipo ON1 no norte do pais, no estado do Para.
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Este estudo é o Unico publicado mencionando dados genéticos de amostras do
Amazonas.

O genotipo ON1 foi detectado pela primeira vez em Ontario, Canada, em
2010 por Eshaghi et al. (2012) e apresenta uma caracteristica genética Unica,
uma duplicacdo de 72 nucleotideos em tandem na 22 regido hipervariavel do
gene que codifica para a proteina G. Desde sua descoberta esse gendtipo foi
relatado em varios paises ao redor do globo, além de que estudos indicaram que
o surgimento do ON1 rapidamente substituiu o genoétipo NA1 anteriormente
predominante (Auksornkitti et al. 2014, Hirano et al. 2014, Yoshihara et al. 2016).

Na Ameérica Latina, ha poucos dados na literatura que descrevem a
circulacdo dos gendtipos de HRSV. Na Argentina, no estudo realizado por Rojo
et al. (2017) ha a predominancia dos gendétipos ON1, BA9 e BA10; Na Colémbia,
foram descritos os genoétipos GA2 e GAS5 em um estudo feito com amostras
coletadas no periodo de 2000-2009 (Avila et al. 2018); no Uruguai GA5, GA2 e
GAL foram identificados em 2003 (Frabasile et al. 2003), mas dados mais atuais
sdo necessarios para compreender a epidemiologia molecular do virus nessa
regido, sendo necessério o fortalecimento genémico.

No Brasil, o estudo de Moreira et al. 2017, feito no periodo de 2011 a
2013, mostrou a prevaléncia do grupo A de HRSV, onde a maioria das
sequéncias analisadas pertenciam ao gendtipo ON1, seguidas de NA1, NA2 e
GAb. Todos as amostras do grupo B foram relacionadas ao gendétipo do tipo BA.
O genotipo ON1 de HRSV apareceu pela primeira vez no estudo em 2012 e os
pacientes infectados com este gendtipo mostraram uma tendéncia aumentada
para desenvolver doencga grave.

De-Paris et al. (2014) descreveu a circulacdo do genétipo NA1 no sul do
Brasil sendo dominante, além de que todas as amostras de HRSV-B circulantes
pertenciam ao mesmo genétipo, BA4.

Ao analisarmos as demais sequéncias obtidas neste estudo, identificamos
que as 15 amostras de HRSV-B pertenciam ao gendtipo BA9. Esse genatipo ja
foi descrito circulando no Amazonas, no estudo de Santos et al. (2018),
identificados em todas 17 amostras sequenciadas, corroborando com nossos
resultados.

O gendtipo BA foi primeiramente isolado em amostras coletadas em

Buenos Aires no ano de 1999 por Trento et al. (2003) e teve uma rapida
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dispersdo mundial, tornando-se o0 gendtipo predominante do grupo B,
identificado em diversos paises como Kenya (Agoti et al. 2013), Japao (Dapat et
al. 2010), Espanha (Gimferrer et al. 2016), China (Song et al. 2017, Zhao et al.
2019), Africa (Kenmoe et al. 2018) e Brasil (Vianna et al. 2021). Sendo assim,
era esperado que a maioria das amostras de HRSV-B do nosso estudo estivesse
incluida nesse gendtipo.

Embora varios genotipos tenham sido descritos para HRSV, ndo ha um
consenso relacionado aos critérios de atribuicdo de gendtipos, impactando
diretamente na compreenséo da evolugéo viral, no desenvolvimento de métodos
de deteccédo e no desenho de vacinas (Mufioz-Escalante et.al 2021).

Comumente utiliza-se os critérios de definicdo para genotipagem de
HRSYV propostos por Peret et al. (1998) e Venter et al. (2001), baseado na HVR2
do gene G, no qual um gendtipo é distinguido com base em um cluster
filogenético com valores de suporte de bootstrap de pelo menos 70% e uma
distancia de <0,07 subst./site para todos os outros membros do cluster. Cabe
ressaltar que esta definicdo foi formulada em um momento em que o
sequenciamento genético era um processo demorado e de custo elevado
(Ramaekers et al. 2020).

Goya et al. (2020) compararam o0s padrdes de agrupamento de
sequéncias de genomas completos com os trés genes de glicoproteinas de
superficie (SH, G e F), o ectodominio e a 22 regido hipervariavel do gene G de
HRSV. Esses autores discutem que, embora a analise completa do genoma
tenha alcancado a melhor resolucao, as filogenias de ectodominio de F e G,
mostraram suporte estatistico comparavel ao genoma completo para definicdo
de genatipo. Dessa forma, relatam que utilizar as sequéncias do ectodominio de
G compreende a regido minima adequada para a genotipagem de HRSV. Com
base em suas andlises, propdem que o niumero de genadtipos possa ser reduzido
de 13 para 3 para HRSV-A (GA1-GA3) e de 20 para 7 para HRSV-B (GB1-GB7).

Entretanto, Ramaekers et al. (2020), mostraram em suas analises que
nem o fragmento da HVR2 nem o gene G contém sinal filogenético suficiente
para realizar uma reconstrucao filogenética confiavel e, portanto, recomendam a
utilizacdo de alinhamentos de genoma completo de HRSV para determinar os
genaotipos. Seguem os seguintes critérios: um suporte de bootstrap de 270% para

o respectivo clado e uma distancia patristica maxima entre todos os membros do
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clado de <0,018 substituicdes por local para HRSV-A ou <0,026 substitui¢cdes
por local para HRSV-B, e assim distinguiram vinte e trés genadtipos de A e seis
genatipos B.

Outro grupo propds novas classificacdes para HRSV-A (Mufioz-Escalante
et al. 2019) e HRSV-B (Mufioz-Escalante et al. 2021), avaliando sequéncias
completas do genoma, do ectodominio do G e os outros genes individuais de
HRSV, usando anélises de MV e filogenética Bayesiana, bem como matrizes de
distancia intergenotipica e intragenotipica. Indicam que os 13 genotipos
descritos para HRSV-A podem ser classificados em 9 e os 37 descritos
anteriormente para RSV-B podem ser classificados em 15.

Os esforcos para estabelecer critérios para a definicdo dos genotipos de
HRSV tém mobilizado varios grupos de pesquisa que estdo trabalhando em
conjunto para resolver tal questdo. A medida que o virus continua evoluindo as
designacbes de genotipagem de HRSV precisardo estar definidas e ser
adaptaveis a mudancas no futuro, e além disso, deverdo ser reavaliadas

periodicamente por um consorcio global (Salimi et al. 2021).
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Figura 13 — Arvore filogenética para genotipagem das amostras de HRSV-A. A arvore foi inferida pelo método de Maxima Verossimilhanca (MV) no
software 1Q-TREE, a partir de um alinhamento de sequéncias do gene G com pelo menos 700 pb. Ao total 33 sequéncias foram utilizadas representando cada
gendtipo de HRSV-A recuperadas do banco de dados do NCBI e observa-se que as amostras de HRSV-A do Amazonas, incluidas neste estudo pertencem ao
gendtipo ON1 (destacadas em vermelho). A arvore foi editada no FigTree versdo 1.4.4.
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Figura 14 — Arvore filogenética para genotipagem das amostras de HRSV-B. A arvore foi inferida pelo método de MV no software IQ-TREE, a partir de um
alinhamento de sequéncias do gene G com pelo menos 700 pb. Ao total 68 sequéncias foram utilizadas representando cada genétipo de HRSV-B recuperadas
do banco de dados do NCBI e observa-se que as amostras de HRSV-B do Amazonas, incluidas neste estudo pertencem ao genétipo BA9 (destacadas em

vermelho). A arvore foi editada no FigTree verséo 1.4.4.



Para a colocarmos as sequéncias do Amazonas em um contexto global,
foram recuperadas todas as sequéncias de genoma completo (CDS) de HRSV-
A e HRSV-B (n =) que estavam disponiveis no GenBank até XX de maio de 2021
que continham as informacdes de data e localizacdo (pais) e foram excluidas
aguelas que continham muitos Ns (>1%) (> x%) na sequéncia e outliers.

Utilizando o software IQ-TREE multicore versdo 2.1.1, plotamos um
gréafico de “Likelihood mapping analysis”, um método de visualizagdo para exibir
as informacdes filogenéticas de um alinhamento, que auxilia a considerar se o
conjunto de dados utilizado contém sinal filogenético suficiente para as analises.
Ele visualiza a semelhanca de arvores de todos os quartetos em um Unico
grafico triangular e, portanto, torna uma interpretacdo rapida do conteudo
filogenético (Strimmer & von Haeseler 1997). Um bom conjunto de dados deve
ter um alto nimero de quartetos informativos e baixo nimero de quartetos n&o
informativos. Nossos resultados foram de 84% de quartetos informativos para
HRSV-A e 78,5% para HRSV-B (Figura 17).

Ramaekers et al. (2020) em suas analises, utilizando outra metodologia,
avaliou um conjunto de dados de sequéncias de genoma completo de HRSV
depositadas no GenBank, extraindo as regifes da ORF do gene G (de 967 nt/
951 nt) e da HVR2 (409 nt /399 nt), para HRSV-A e HRSV-B. O sinal filogenético
de cada fragmento foi analisado, com e sem a regido duplicada usando um
algoritmo de mapeamento de verossimilhanca, onde para permitir a reconstrugéo
confiavel de uma arvore filogenética um fragmento deve ter pelo menos 90% de
suporte filogenético. Os alinhamentos dos fragmentos mais curtos (gene G e
HVR2) ndo atenderam a este critério e, portanto, os autores relatam que néo sdo
adequados para proceder as analises filogenéticas. Em contrapartida, os
alinhamentos do genoma inteiro suportaram além de 90% para ambos 0s
subtipos, independentemente da inclusdo ou excluséo do trecho nt duplicado na

regido HVR2, sendo o mais recomendado.
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Likelihood mapping plot
HRSV-A

N. de quartetos totais resolvidos (regides 1+2+3): 4812 (= 84.05%)
N. de quartetos parcialmente resolvidos (regifes 4+5+6): 196 (=3.42%)

N. de quartetos ndo resolvidos (regido 7): 717 (=12.52%)

Likelihood mapping plot
HRSV-B

N. de quartetos totais resolvidos (regides 1+2+3): 8425 (=78.55%)
N. de quartetos parcialmente resolvidos (regiées 4+5+6): 352 (=3.28%)

N. de quartetos néo resolvidos (regido 7): 1948 (=18.16%)

Figura 15 — Gréfico de Likelihood mapping analysis para os conjuntos de dados de HRSV-A e HRSV-B. (A) Os padrdes de distribuicao (Inferior) e as
porcentagens dos quartetos informativos para HRSV-A, com valor de 84% e (B) para HRSV-B 78%, demonstrando que nosso conjunto de dados apresentou

bom sinal filogenético para prosseguir com as analises.
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Dessa forma, prosseguimos com analises, onde arvores de MV foram
estimadas para ambos os alinhamentos do HRSV-A e HRSV-B usando IQ-TREE
v2.1.1, sob o modelo de substituicdo de nucleotideo GTR+F+R2 de acordo com
Bayesian Information Criterion escolhido pelo ModelFinder, calilborada no tempo
usando a ferramenta Timetree embutida no IQ-TREE, para estimarmos o periodo
do ancestral comum e as introdu¢cdes de HRSV no estado.

Nossas analises revelaram uma Unica introducédo encontrada para HRSV-
A, onde as duas sequéncias do Amazonas agruparam-se em um clado
monofilético com sequéncias dos Estados Unidos e Tailandia (Figura 18).

O conjunto final de dados combinados consistia em 299 genomas
completos de HRSV-A e 398 para HRSV-B, com 14 paises representados.
Entretanto, notamos uma clara super-representacdo de genomas virais dos
EUA, Quénia e Australia.

Diferindo do resultado encontrado para HRSV-A, nossas sequéncias de
HRSV-B ndo agruparam em um clado monofilético e sdo mostradas pelo menos
duas introducdes diferentes no estado (Figura 19). O clado 1 (em amarelo),
composto por 11 sequéncias do estado do Amazonas apresenta um ancestral
mais antigo, tMRCA (MV): 13/03/2016 (CI: 24/03/2014 — 05/07/2017) e tMRCA
(Bl): 04/11/2016 (2016.844) (95% HPD: 20/06/2016 — 11/03/2017), havendo um
periodo que se sobrepde nas andlises feitas, estimado em meados de 2016. No
mesmo clado encontram-se sequéncias dos EUA e Australia.

O clado 2 (em azul), contendo as duas sequéncias do Amazonas, mostrou
ter um ancestral mais recente, em meados de 2018, apresentando valores de
tMRCA (MV): 02/03/2017 (Cl: 05/11/2015 - 25/04/2018) e tMRCA (Bl):
28/02/2018 (2018.161) (95% HPD: 02/10/2017 — 07/08/2018), mostrou estar

filogeneticamente relacionado a cepas dos EUA e Japéao.

71



HRSV-A

AM_Manaus

Australia
China

Japan
Jordan

Kenya

Nicaragua
Philippines
Russia
Taiwan
Thailand
USA

Figura 16 — Analise filogeogréafica de maxima
verossimilhanca das amostras de HRSV-A. A
arvore foi construida usando o método de MV, a
partir de um alinhamento que colocam as
amostras do Amazonas em um contexto global,
calibrada pelo tempo. As amostras obtidas neste
estudo agrupam-se em um clado monofilético
com sequéncias dos EUA e Tailandia
(destacado em amarelo) e estima-se uma Unica
introducéo do HRSV-A no estado do Amazonas.
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Figura 18 - Andlise filogeografica de maéaxima
verossimilhanca das amostras de HRSV-B. A
arvore foi construida usando o método de MV, a partir
de um alinhamento que colocam as amostras do
Amazonas em um contexto global, calibrada pelo
tempo. As amostras obtidas neste estudo ndo se
agruparam em um clado monofilético e observa-se
duas introdugdes distintas de HRSV-B (Clado 1 -
amarelo; Clado 2 — azul) estado do Amazonas.
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Para determinar a robustez da estrutura temporal nos dados, uma
regressao simples da raiz a ponta, baseada na divergéncia da distancia genética
em funcéo do tempo “root-to-tip” foi realizada usando TempEst v.1.5.3 utilizando
as arvores MV separadas para HRSV-A (Figura 20) e HRSV-B (Figura 21).
Ambas exibiram uma forte estrutura temporal, com evolu¢cdo semelhante a um
rel6gio estrito, com valores de R?de 0, 959 para HRSV-A e 0, 977 para HRSV-
B. Sob este método de regressdo, as taxas médias de substituicdo de
nucleotideos foram de 6,33 x 10 para HRSV-A e 6, 041 x 10 para HRSV-B.

Os gréficos foram realizados usando GraphPad v9.02 (Prism Software, EUA).
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Figura 21 - Resultados da analise de estrutura temporal das sequéncias para HRSV-A
utilizando o software TempEst v1.5.3. O grafico de divergéncia em funcdo do tempo “root-to-

tip” mostra boa correlacdo (R? 0,959) e exibe uma forte estrutura temporal, com evolucéo
semelhante a um reldgio estrito.
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Figura 20 - Resultados da analise de estrutura temporal das sequéncias para HRSV-B
utilizando o software TempEst v1.5.3. O grafico de divergéncia em funcéo do tempo “root-to-

tip” mostra boa correlagdo (R? 0,977) e exibe uma forte estrutura temporal, com evolucao
semelhante a um relégio estrito.
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Em funcdo a forte estrutura temporal, realizamos uma analise
filogeogréfica Bayesiana Markov Chain Monte Carlo (MCMC) implementada no
BEAST 1.10.4, com o melhor modelo de substituicdo de nucleotideos proposto,
gue nesse caso também foi GTR + G. Todas as analises foram executadas por
pelo menos 50 milhdes de passos e amostragem a cada 5.000 etapas para
garantir a convergéncia de todos os parametros. Os primeiros 10% foram
removidos com burn-in no programa TreeAnnotator v1.10 e editada no programa
FigTree v1.4.3.

ApGs utilizar os programas BEAULi para criar o arquivo de entrada para o
BEAST e Tracer 1.7.1, foram geradas arvores de MCC para HRSV-A e HRSV-B
separadamente. Esta arvore filogenética, resumindo as informacdes de distancia
genética, espacial e temporal foi editada no programa FigTree v1.4.4 para
destacar os parametros de maior relevancia.

Como resultado, o clado contendo nossas amostras do Amazonas de
HRSV-A obteve o tMRCA estimado em 2015-03-01 (95% HPD 2014-04-03 -
2016-01-10) e a taxa de substituicdo (mean rate) encontrada foi de 4,617 x 10"
(95% HPD 4.2329 x 10 - 4.9981 x 10%). A andlise filogeografica suporta um
ancestral comum originado nas Filipinas (Figura 22).

Para as sequéncias de HRSV-B, analisamos os dois clados separados.
Para o clado AM-I (amarelo) obtivemos tMRCA estimado em 2016-07-15 (95%
HPD 2016-01-20 - 2017-01-07) e para o clado AM-Il (azul) tMRCA 2018-04-17
(95% HPD 2017-11-10 - 2018-09-19). A média da taxa evolutiva para HRSV-B
foi de 6, 4732 x 10* com intervalo de 95% HPD 5,7619 x 10“— 7,1975 x 104).
Sugere-se que o0 ancestral comum mais provavel foi originado na Australia, com

dois eventos de introducao diferentes (Figura 23).
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Em um estudo na Australia, ao analisar um conjunto de dados locais, 0s
autores identificaram que ambos os subgrupos de HRSV evoluiram rapidamente
de uma maneira semelhante a um reldgio, com taxas médias de
aproximadamente 6-8 x 107* substituicdes de nucleotideos por local por ano.
Contextualizando em uma escala global, analisaram um conjunto de dados pelo
meétodo de datacdo por minimos quadrados (LSD) e o resultado foi de 5,72 x
1074 para HRSV-A e 6,41 x 1074 para HRSV-B (Di Giallonardo et al. 2018).
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Figura 22— Arvore filogeogréfica de Credibilidade Maxima de Clado (MCC) das sequéncias
de codificagdo completas (CDS) do HRSV-A. Arvore construida por inferéncia Bayesiana a
partir de 68 sequéncias CDS de genomas completos do HRSV-A executada no programa BEAST
v1.10, onde séo resumidas as informac¢des de distancia genética e temporal. A arvore foi editada
no programa FigTree v1.4.4 e em amarelo esta destacado o clado contendo as sequéncias do
Amazonas, agrupadas com sequéncias dos EUA. Clado AM = tMRCA 2015-03-01 (95% HPD
2014-04-03 - 2016-01-10).
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Figura 23 — Arvore filogeogréfica de Credibilidade Maxima de Clado (MCC) das sequéncias de
codificagdo completas (CDS) do HRSV-B. Arvore construida por inferéncia Bayesiana a partir de
100 sequéncias CDS de genomas completos do HRSV-B executada no programa BEAST v1.10, onde
sdo resumidas as informagfes de distancia genética e temporal. A arvore foi editada no programa
FigTree v1.4.4 e em amarelo esta destacado o clado | e azul o clado Il. Clado AM-I (amarelo) = tMRCA
2016-07-15 (95% HPD 2016-01-20 - 2017-01-07) e Clado AM-II (azul) = tMRCA 2018-04-17 (95% HPD
2017-11-10 - 2018-09-19).
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Essas taxas estdo dentro da faixa relatada anteriormente para outros
paramyxovirus, variando de 6.585 a 11.350 x 10 substituicdes por local e ano
(Pomeroy et al. 2008). Para HRSV-A, Otieno et al. (2018) estimaram a taxa de
substituicdo em todo o genoma para os virus ON1 em 5,97 x 107 substituicdes
de nucleotideos por local/ por ano (95% HPD: 5,42-6,58 x 1074). Anteriormente
ja havia sido descrito taxas de evolucdo maiores para HRSV-B sugerindo que
existem diferentes pressdes de selecdo entre os grupos (Schobel et al. 2016).

Di Giallonardo et al. (2018) destaca em seu estudo que a amostragem
global altamente enviesada de HRSV impede uma analise extensiva da
distribuicdo global e da dindmica de transmissdo do virus e ressalta que o
aumento da vigilancia molecular é essencial para melhorar a compreensao da
ecologia e evolugdo do HRSV e auxiliar no projeto de vacinas.

Em nossas andlises tivemos o viés de ter uma super-representacdo de
amostras da Australia, Quénia e EUA. Além disso, poucas sequéncias de
genoma completo de HRSV da América Latina sdo encontradas nos bancos de
dados. Ao fazer uma busca no NCBI, apenas Argentina (n = 175), Brasil (n=556),
Colbmbia (n = 39) e Uruguai (n = 25) possuem sequéncias depositadas de
HRSV-A e B. Quando é feito um filtro estipulando o comprimento minimo de 700
pb nas sequéncias de G o nimero de sequéncias de cada pais cai bruscamente,
sendo apenas representado pelo Brasil (n= 154 HRSV-A e 26 HRSV-B),
Colombia (n = 1 HRSV-A) e Uruguai (n = 1 HRSV-A).

Nas sequéncias obtidas no estudo feito por Rojo et al. (2017) reuniram-se
diferentes clados, alguns com origem exclusiva na Argentina e relacionados
entre si e outros que compartilhavam um ancestral comum no passado com
sequéncias relatadas da Espanha e Paraguai. Entretanto, as analises
filogenéticas e filogeograficas foram realizadas somente com base na sequéncia
do ectodominio de G.

Ao total, o Brasil possui apenas cinco genomas completos de HRSV
depositados em banco de dados genéticos (nimero de acesso MG431251.1 -
MG431255.1), dificultando a analise de uma amostragem do pais e prejudicando
a compreensao da epidemiologia molecular do virus entre os estados brasileiros.
Além disso, o Brasil conta com apenas 154 sequéncias do gene G de HRSV-A
e 26 de HRSV-B que tenham no minimo 700 pb. A maioria das sequéncias do

pais sdo apenas da 2HRV de G.
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Dessa maneira a origem estimada das introdugbes do HRSV no
Amazonas pode ser de outra pais das Américas ou mesmo de outro estado
brasileiro, mas devido a escassez de genomas completos depositados em banco
de dados publicos a confianca nos dados é limitada.

Corroborando com nossos dados, Robertson et al. (2021) em seu estudo
pré-publicado, relata que suas analises também foram tendenciosas para
regides que foram altamente amostradas, como EUA e Quénia e que a falta de
dados de muitos territérios em todo o mundo prejudicam as inferéncias sobre o
trdfego viral global e local. Para elucidar tais questdes no contexto Australiano,
utilizaram a analise filogenética de MV em um conjunto de dados mais bem
amostrado, derivado de sequéncias da regido do gene G apenas e ndo mais do
genoma completo e embora esta analise tenha melhorado a amostragem de
localizacao geral, houve menos resolucéo filogenética.

Vianna et al. (2021) dizem que € necessario expandir o sequenciamento
das amostras de HRSV de forma global para verificar se ha uma formacao de
grupos genéticos locais ou se a observacdo é causada por um viés de
amostragem.

Em nossas sequéncias de HRSV-A, ao longo de todo o genoma foram
observadas 57 mutacdes sinbnimas, aquelas que ndo modificam o aminoacido
e apenas quatro muta¢cdes nado-sindbnimas foram identificadas, aquelas em que
h4 a mudanca do amino&cido, sendo duas na proteina F (Valll5Met e
Lys135Arge) e duas na L (Asn1739Asp e His2111Asn), quando comparadas a
sequéncia de referéncia utilizada MW160824 (Tabela 8).

Quando comparamos somente a regidao CDS do gene G com a sequéncia
de referéncia para o genotipo ON1 (JN257693) observamos quinze mutacoes,
sendo sete sindnimas e 8 ndo sindbnimas (Tabela 9). Algumas destas mutagdes
também foram relatadas por Vianna et al. (2021) em cepas brasileiras de HRSV-
A do Espirito Santos de 2016 a 2018, em clusters locais brasileiros. No cluster
BR.1 estavam presentes muta¢cdes como Leul42Ser, Leu274Pro, Tyr304His e
Thr320Ala, também encontradas nas duas sequéncias de G de HRSV-A deste
estudo. Uma outra mutacdo no cluster denominado BR 1.1 (Gly106Glu) foi
encontrada em apenas uma de nossas sequéncias
(VRO06_BR_AM_Manaus|2019-04-20).
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Tabela 8 — Diferencas observadas nos residuos de aminoécidos das sequéncias de RSV-B utilizando a Refseq KF826822
As substituicdes de nucleotideos sdo mostradas em cada cédon. S: mutagcbes sindnimas; NS: mutacdes nao sinbnimas (destacadas em

166 253 373 403 415 617 620 671 a27 1570 1897 1928 2005 2038 2706 3506 3734 4383 4405
C T T C T G T A A C C C G c
G G T C T T T
T C G c

Posigdo no genoma
Ref (MW160824) T T A G C
C A A A C C T T C A C
C C T - G T A A C
TTA GAA AAA AAC GCC AGC AGT TGC
AGT ATT TET

VROO06_BR_AM_Manaus|2019-04-20

VR020_BR_AM_Manaus|2019-05-08 T T G G T A
Posicio no cidon ACT ATT CAA GAG TCC CAC AAT 1T AGC GAT GGG
ACC ATA CAG GAA TCT CAA AAC cTe AGT GAC GGA CTA GAG AMG AAT GCT
Tipo de mutagio 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 3 5 5 5 5 5
Proteina NS1 Ns2 N P ] SH

Residuo Thr3l  Ne60  GIn100 Glull0 Serlld  HisSs  Asné  Leu23  Ser7S  Aspl52 G261 Leu272  Glu297 Lys308 Asnl28  Ala®2  Serl6B  Ser38  Cys4s
6043 6104 8162 8349

c G

5613 5737 5766 6202

Posigéo no genoma 4847 4972 5267 5439 5465 5537 5540 5570
Ref (MW160824) G G A G C C A A G A C C G
G A T T T C G G T T T
ARA ATC e AAC ATC Ccce

6144 7336 8006
C
T
C

VRO06_BR_AM_Manaus|2019-04-20 A G
VR020_BR_AM_Manaus|2019-05-08 G A G c A A
posiio no cédon TC6  GGA  AAA  GAG  TCC  TEC  GAA  ACA  GCA  ACA  TTC  GeC GTG
TGA  GAA  AAG  AAG  TCT  TCT  GAT  ACC  ACA  GCA  TIT  GCT ATG AGA ATT  TIG6  AAT  ATT  CCA
Tipo de mutagio 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 NS NS 5 5 5 5 5
Proteina G F M2-1 M2-2
Residuo Serb4  GlylD6 Lys204 Glu262 Ser270  Ser294 G295 Thr305  Ala320  Thrl3  Phe22  Alalo? _ lle148  LleuS46 Asnl2l  llel73  Prod9
Posigio no genoma 8622 8674 8698 8834 9345 9636 9804 9849 9666 10110 11064 11068 11637 12201 12531 12639 12708 12897 13119 13750 13899 14866 15022
Ref (MW160824) T A T c A c T G T T A T T c A T T T T A G c A
VRO06_BR_AM_Manaus| 2013-04-20 A c T G T T c A T G c G T T T c A T
T TTA TAT GAT cce TTA ATT T ACT TTC AAT AAG CAT AAT
ATC  TTIC ACC T GTT ARA AAT AT
s NS 5 NS 5

T T C
TTA TCA TTA GCC TAT CAG TAT
TAC e TG CAT GAG CcCcT TTG
5 5 5 5

AAT AAC
TAC CTA TTA TG GCT TAC CAA
5 5 5 5 5 5 5
L
Leul332 llel368 Phel3S1 Thrid54 PhelSZB_ L\rsl?SS_ Asnl63

VRO20_BR_AM_Manaus|2019-05-08

Posigéo no codon
AAC
Tyrg4s Aspl034 Prol1222

Tipo de mutagdo
Phe5325 LeuB43

Proteina
Residuo Asn29  Asn47  LeuSs

vermelho); Em cinza sdo mostras as alterac6es comuns as duas sequéncias do Amazonas.

Serl00  Leu270 Ala367 Tyr423 GInd38  Tyrd77
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Tabela 9 — AlteracBes de aminoéacidos no gene da proteina G das amostras de HRSV-A do Amazonas. Aqui identificamos as alteracdes de aminoacidos

encontradas em G quando comparada a sequéncia de referéncia para o gendtipo ON1 (JN257693).

Posigdo no genoma a2 69 192 317 348 425 612 784 810 821 882 885 893 910 958
Ref (IN257693) A G G G T T A G T c T A
VR006_BR_AM_Manaus|2019-04-20 G A * A c c G A T c T c G
VR020_BR_AM_Manaus|2019-05-08 G A A * c c . * i c c c *
GAA cTG TCG GGA GCT TTA AAA GAG TCC CTA TCC GAA CTA TAT ACA
Posi¢do no cédon
GAG CTA TCA GAA Gee TCA AAG AAG TCT CCA TcT GAT CCA CAT GCA
Tipo de mutaggo s s s NS s NS s NS s NS s NS NS NS NS
Proteina Glicoproteina G
Residuo Glut4  teu23  sercs [[ENEGECIE ~-11c [JENEESE .s200 [EEEGEEEN -0 [EEEEE -0 CRESSEE IEESEEH EOENE EEEOAE

As substituicdes de nucleotideos sdao mostradas em cada cédon. S: mutacdes sinbnimas; NS: mutacdes ndo sinbnimas (destacadas em
vermelho); Em cinza sdo mostras as alteragfes comuns as duas sequéncias do Amazonas
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Apesar de listarmos as substituicbes de aminoacidos em nossas
sequéncias em comparacdo com outras de referéncia, ndo realizamos uma
analise aprofundada para entender o papel dessas mutacfes, pois Nosso
objetivo era somente observacional neste primeiro momento.

As sequéncias de HRSV-B deste estudo apresentaram 114 mutacdes
sinbnimas ao longo do genoma e diversas substituicbes que levaram a
alteracdes nos aminoacidos em diversas proteinas, como NS1 (n=2); NS2 (n=1);
N (n=1); SH (n=2); G (n=13); F (n=6); L (n=7), quando comparadas a sequéncia
de referéncia KF826822 (Tabela 10).

Assim como com as sequéncias de HRSV-A, alinhamentos somente a
regido CDC do gene que codifica a proteina G de nossas sequéncias de HRSV-
B com a referéncia do gendétipo, BA (AY333364). Dessa maneira, pudemos
observar dezoito mutagdes sinbnimas dezessete n&do sindnimas que resultaram
em alteracdes nos aminoacidos, conforme € mostrado na tabela 11.

Todas as nossas sequéncias exibiram mudancas de aminoacidos comuns
em doze locais diferentes: LeulO5Pro, Thrl07Ala, Tyrl12His, Argl36Thr,
Thr138Ser, 11e200Thr, Lys218Thr, Leu223Pro, Thr270lle, Val271Ala, 11e281Thr
e Tyr2901l no gene G (Tabela 11).

As alteracbes Leu223Pro, Thr270lle, Val271Ala e His287Tyr foram
relatados em outros estudos anteriormente realizados com amostras do Japéo e
india (Dapat et al. 2010a, Haider et al. 2018). A mutagdo His287Tyr apareceu
em treze das nossas sequéncias, com excecao em
VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12 e VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-18.

Outras mutagdes encontradas em nossas sequéncias foram relatadas no
estudo de Haider et al. (2018), como Ser247Pro e 1le281Thr, sendo as
substituicdes nos residuos 247 e 270 descritas como contribuintes para a perda
dos locais de glicosilacao e na posicao 281 relacionada ao ganho de glicosilagéo.

Aléem das substituicbes identificamos a delecdo de dois residuos de
aminoacidos nas posi¢cdes 159 e 160. E treze sequéncias apresentaram um
codon de parada prematuro (GIn313Stopcodon), resultando em uma proteina
menor, ja relatado na literatura em HRSV-B (Martinez et al. 1999). Nas duas
sequéncias que ndo estava presente o coédon de parada prematuro observamos
uma alteracédo de um T — C resultando em GIn313Stopcodon, também relatado

em sequéncias indianas (Haider et al. 2018).
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Tabela 10 — Diferencas observadas nos residuos de aminoacidos das sequéncias de HRSV-B do Amazonas, utilizando a Refseq KF826822.

Posicao no genoma
Ref (KF826822)
VR002_BR_AM_Manaus|2019-04-23
VRO0S_BR_AM_Manaus|2019-04-16
VRO07_BR_AM_Manaus|2019-04-17
VRO13_BR_AM_Manaus|2019-04-26
VRO16_BR_AM_Manaus|2019-04-13
VRO18 BR_AM_Manaus|2019-04-14
VRO19_BR_AM_Manaus|2019-04-15
VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12
VR023_BR_AM_Manaus|2019-04-21
VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-18
VR026_BR_AM_Manaus|2019-04-19
VR027_BR_AM_Manaus|2019-04-20
VR028_BR_AM_Manaus|2019-04-25
VR029_BR_AM_Manaus|2019-04-22
VRO30_BR_AM_Manaus|2019-04-24
Posicao no codon
Tipo de mutacao
Proteina
Residuo

Posicao no genoma
Ref (KF826822)
VR002_BR_AM_Manaus|2019-04-23
VR005_BR_AM_Manaus|2019-04-16
VR007_BR_AM_Manaus|2019-04-17
VRO13_BR_AM_Manaus|2019-04-26
VRO16_BR_AM_Manaus|2019-04-13
VRO18_BR_AM_Manaus|2019-04-14
VRO19_BR_AM_Manaus|2019-04-15
VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12
VR023_BR_AM_Manaus|2019-04-21
VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-18
VR026_BR_AM_Manaus|2019-04-19
VR027_BR_AM_Manaus|2019-04-20
VR028_BR_AM_Manaus|2019-04-25
VR029_BR_AM_Manaus|2019-04-22
VR030_BR_AM_Manaus|2019-04-24

Posigéio no codon

Tipo de mutagéo
Proteina
Residuo

Posicao no genoma
Ref (KF826822)
VR002_BR_AM_Manaus|2019-04-23
VRO05_BR_AM_Manaus|2019-04-16
VR007_BR_AM_Manaus|2019-04-17
VRO13_BR_AM_Manaus|2019-04-26
VRO16_BR_AM_Manaus|2019-04-13
VRO18_BR_AM_Manaus|2019-04-14
VRO19_BR_AM_Manaus|2019-04-15
VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12
VR023_BR_AM_Manaus|2019-04-21
VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-18
VR026_BR_AM_Manaus|2019-04-19
VR027_BR_AM_Manaus|2019-04-20
VR028_BR_AM_Manaus|2019-04-25
VR029_BR_AM_Manaus|2019-04-22
VR030_BR_AM_Manaus|2019-04-24

Posicao no codon

Tipo de mutagéo
Proteina
Residuo

Posicao no genoma
Ref (KF826822)
VR002_BR_AM_Manaus|2019-04-23
VRO0S_BR_AM_Manaus|2019-04-16
VRO07_BR_AM_Manaus|2019-04-17
VRO13_BR_AM_Manaus|2019-04-26
VRO16_BR_AM_Manaus|2019-04-13
VRO18_BR_AM_Manaus|2019-04-14
VRO19_BR_AM_Manaus|2019-04-15
VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12
VR023_BR_AM_Manaus|2019-04-21
VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-18
VR026_BR_AM_Manaus|2019-04-19
VR027_BR_AM_Manaus|2019-04-20
VR028_BR_AM_Manaus|2019-04-25
VR029_BR_AM_Manaus|2019-04-22
VR030_BR_AM_Manaus|2019-04-24
Posicao no codon

Tipo de mutagao
Proteina
Residuo

144 150 316 318 513 639 750 801 833 1145 1355 1782 1820
A c A A A G . * G T G c

- G G - . * - - |

|- [ B G G - . - - A

EemEE. o G G N N - N A
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e o 3 G N - N - oA

emEE. . G G - . - - -

TTA  GAC  AM A TCA GAC ATA ACA  TTG T AGG

TG GAT  GAG GAG TCG  AAC  GTA  GCA  TTA crc AGA
s B NS NS s s s s s s s

NS1 NS2 N
Louts  Aspte |NSHEGMISSEESN Scrizo  Asps  less  Tw60  Lewro  Gh74 [NENSHEN Two2  Les  Ag73  Lysss  Lyscos EBHEE| 1225 Gh23s  Gli2sz
4327 4334 a981 5005 5143 5189
T c T c G c
- T c T A
- N c T A
- - c T I
- N c T I
. * c T I
- - . T I
. T c T I
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s s NS NS s
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0EpOR000000000 100>

TAT
NS s

Seds  Ghst  vare  Tror |ENENE MU MNSSRVETGHN NSIOU RGN RE0OA] <710 Guis Ty34z Ginds4 Lysdld Cyszz Ga3  TyrdsT  GhSIo

902 9814 10185 10399 10492 10504 10618 10633 10703 11068 11149 1133 11350 11395 11437 11479 11602 12223 12361 12469
C c T T T T T A A C T C A G T
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s s s s s Ns s s s
AST414 ASMIS  les42 VBl GIUGA4 Aacds  Asposs Tyrcor [NEENMEN Leus3s Serse3  Seros ASnod0  Aaods  Leusso
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5250

dd s s aadsd a0

40
00
>>

s

Pro192

~

8

s

Leus59

12518

2452 2482 2551 2569 2719 2836 2848 2926 3031 3058 333 3514 3517 3760 3775
T G T c T T T T c T T T T T G
A - AT cEe . e - A mcEm - -
A A adeir e e - e T - -
ENAEE A AN NCHN NNTEN NCENENGEN - EmeEw T N N
A - Al c T ¢ ¢ - ¢ - - EEeE ¢ c
| B | - [ - | - BN - B e -
A - A GG ENGE c e e .
A - A e T e e - e - - Ees c c
MG ATC  GCT  ACC  GAT  GAT  GAT  GCT  GAC  CTT  GIT  CCT  AGT
A Gce GAC  GAC GCC  GAT  CTA  GIC  CCC  AGC
s s s s s s s s s s s s s
3
Lys203 Aa34® Lys36  leds  Aa6@  Thi75 Aspl2s Aspl6  ASpI6S Aalos Asp220 Leu238  Valls  Pross  Sers6  leull7  llels?  Lysi72
5276 5201 5300 5327 5366 5369 5443 5498 5500
c T c T c c c c T T c
T EEGEN T BN c e v e v -c - -
T EECEE T ENEE c eEe - e v c e N .
M - B - BECEE IR B - N T
M - I - BN R B - - M
T EEE 7 B c B - B v - N M
T EEE 7 B c B v B v - N M
T EEE v B c B - B v - N M
T e B c S - . v cc N -
T BNGEN T BN c B v . v cc : -
T ENGEN - BN c e - . v -c T -
I - RN R 0 R ¢ N M
T OESEES 7 B c EemE 7 B T - N M
L - BERAEN - BECEE - IR B - N M
T EEE 7 EEEE ¢ B - B v - N M
T EeE v s c Ee - Em. v - - -
ACC ATA maC ccr AmC  ACC  ACA e ACA  ccc
ACT A AT ccc AT AAT  ACT  ATA GGG TCA  TCG ACT  cTC
s NS s s s s s s NS s NS s NS s NS NS s s
G
Thrio7 [EEEENE Asn202 Pro205 Pro214  le227  Asn228  Thr237 [EEEEE Ao2e0 NEEESE Leu270 EENENEN Ser2s: NESEIEENEESESE 11300 Pro304
7684 7720 8116 8210 8211 8723 8035 8971 8977 9082 9136
c T c c G c c c c T c A
BT c [ e e T A - - G [ e
B - el Eem e T A - - c e
B - e e - B T T 6
- e e - EEAR T T -
B - e e T A - - G e
B c G T e T A - - G | e
B - R T e T A - - G | e
BT G R e coA N LT e
B ¢ [SEen e Een T AR - N c e
B - e e e oA - - -
| - - | T A - - G e
B c el R Ee T A - - G e
| e - o T A - - G e
B - e e T A - - G I e
- e e T A - - c [ e
MC AT TTA  GAC  ATT cTA TAC  GAC  GIT  GAC  AM
AT AC TIG  GAT  ATC TTA TAT  GAT  GIG  GAT  AAG
s s s s s s s B s B s
L
A5 ASNl7  Leu35 ASplls  lel35 Thlds Leuldd Alalsdlle Leuss Leusslle Tyrl25 Aspl37 Vall39 Aspl7a  Lysioz
12070 12996 13327 13369 13504 13636 13694 13706 13767 14065 10302 14520
c T G c T A A A A G T T
T ¢ A T ¢ 6 6 6 &6 A c c A
T ¢ A T ' 6 G 6 6 A C c EEARS
T ¢ A 1T ¢c¢ 6 6 6 6 A - A
T ¢ A T ¢ 6 66 6 6 A - cA
T ¢ A T c & 6 6 6 A C c AR
T ¢ A T ¢ 6 6 &6 &6 A c |
T ¢ A T ¢ 6 6 6 &6 A cC c EEARS
T ¢ A T ¢ G 6 6 G A - c EEAR
T ¢ A T ¢ 6 6 6 &6 A cC c EEAR
T ¢ A T ¢ 6 6 6 G A - c EEAR
T ¢ A T ¢ 6 G 6 &6 A C c EEAR
T ¢ A 1T ' 6 6 6 6 A C c AR
T ¢ A T ¢ &6 6 6 6 A C c AR
T ¢ A T ¢ 6 6 &6 &6 A c c A
T ¢ A T ¢ 6 6 & &6 A C c AR
TCC  GTA MG GGC  TAT  AGA  ACT GAG  ACT AT
TCT  GCA MM GGT  TAC GAA  AcC  ACT
s NS

3778
c

Asp173

@
e RS

ACA
ATA
s

Thr30s

0343

[t RN R TR

lle261

3862 3901 4024
A A G
A
A
GAG
cm
s
leul77  val2ol  y214  Arg2d8  Gluzss
5615 5617 5619 5763 5784
c c T T c
T T - |
T T . |
N N c c
M N c c
T T * |
T T - |
T T * |
T T * |
T T - |
T T - |
T T N + .
T T N +
T T N +
T T N - |
T T N - |
Tcc Aacc T CTT cTe
TCT  ATC  cm cTc cTT
S NS S S s
L
Ser309 (IMBME>» Codonz Leuls  Leu22
0367 9391 9508 9361 9682
T T T T c
- - B |
N - | - N |
c INCENENCEN c T
c INCENENCEN c .
B - e |
- e |
B~ - e |
- el
- e |
- - e |
- e |
- e |
- e |
- e
© NcENEmcEN - T
TIT O CTT TAT  TAT  eAC
TTC cTc TAC TAC GAT
S s s s s
Phe269 Leu277 Tyr3l6 Tyr357 Asp37d

As substituicbes de nucleotideos séo mostradas em cada codon. S: mutacdes sindnimas; NS: mutagdes ndo sindbnimas (destacadas em vermelho);

Em cinza s&o mostras as alteragfes comuns nas sequéncias do Amazonas obtidas neste estudo; (*) representam as bases iguais as da Refseq.
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Tabela 11 - Alteracdes de aminoacidos no gene da proteina G das sequéncias de HRSV-B do Amazonas. Aqui identificamos as alteragdes de aminoacidos encontradas

em G quando comparada a sequéncia de referéncia para o genétipo BA (AY333364).

Posig&o no genoma 108 177 237 276 311 329 334 349 375 378 406 425 427 429 490492 493-495 525 612 614
Ref BA (AY333364) c c * c T T G c DEL DEL c c T
VR002_BR_AM_Manaus|2019-04-23 T B - A c c A T DEL pe. [N + e
VRO005_BR_AM_Manaus|2019-04-16 T I - c c A T DEL DEL T
VR007_BR_AM_Manaus|2019-04-17 < I - * * * * DEL DEL *
VRO013 BR_AM_Manaus|2019-04-26 « 1 - B * * * DEL pEL N - Eeem
VRO016_BR_AM_Manaus|2019-04-13 T P A c c A T DEL DEL T
VRO018_BR_AM_Manaus|2019-04-14 T B - c c A T DEL DEL T
VR019_BR_AM_Manaus|2019-04-15 T B A A c c A T DEL pEL I T e
VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12 < i - B * A T DEL pEL N T Eem
VR023_BR_AM_Manaus|2019-04-21 T B A c c A T DEL DEL T
VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-18 - Il - * * A T DEL DEL T
VR026_BR_AM_Manaus|2019-04-19 T B - BAs c c A T DEL pEL I T e
VR027_BR_AM_Manaus|2019-04-20 T e - c c A T DEL DEL T
VR028_BR_AM_Manaus|2019-04-25 T I - c c A T DEL DEL T
VR029_BR_AM_Manaus|2019-04-22 T B A A c c A T DEL peL [N T e
VRO030_BR_AM_Manaus|2019-04-24 T T A A c c A T DEL pEL N T e
. ) TAC cTC GTC ATC GTT AAT GCA ACC DEL DEL TTC AcC
Posic&o no cédon
TAT cTT GTA ATA GCT AAC ACA ATC DEL DEL T ACT
Tipo de mutacéo S S S S NS S NS NS S S
Proteina G
Residuo Tyr3l  Leusd  Val74 les7  |NEISSAEN ESUIGEE0 FoAE BEE oo Asni2: |EISTN GG FiSac ST 0 160  Phel70  Thrl99
Posigdo no genoma 627 636 663 668 683 702 732 754 776 801 827 830 834 857 877 887 951 953 955 964
Ref BA (AY333364) T c A c c c c T
VR002_BR_AM_Manaus|2019-04-23 c P G T T T T *
VR005_BR_AM_Manaus|2019-04-16 c G T T T T *
VR007_BR_AM_Manaus|2019-04-17 c P G T * * * c
VRO013_BR_AM_Manaus|2019-04-26 c P oG T * * * c
VR016_BR_AM_Manaus|2019-04-13 c G T T T T *
VRO18 BR_AM_Manaus|2019-04-14 c G T T T T *
VRO019_BR_AM_Manaus|2019-04-15 - Il ¢ T T T T *
VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12 c G * T T T *
VR023_BR_AM_Manaus|2019-04-21 c G T T T T *
VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-18 c P G * T T T *
VR026_BR_AM_Manaus|2019-04-19 c G T T T T *
VR027_BR_AM_Manaus|2019-04-20 c G T T T T *
VR028_BR_AM_Manaus|2019-04-25 c P G T T T T *
VR029_BR_AM_Manaus|2019-04-22 c G T T T T *
VRO030_BR_AM_Manaus|2019-04-24 c P G T T T T *
Posicéo no cédon AAC ccc cca AAA CTG ATC ACC TCA ACA AGA ACT GTG GTC ATC cAc ACC TCC ACC cra TAG
AAT CCT CCCICCT  ACA ccG ATT ACT ccA ATA AGG ATT GCG GTT Acc TAC ATC TcT ATC TAA CAG
Tipo de mutagéo S S S NS NS S S S S S NS NS S NS NS NS Ser311 S NS NS
Proteina G
Residuo Asn204  Pro207  Pro21c |IEEHGHNNNSUBESRN le229  Thr23o |SEISANSIO MNNESAIe] o262 |SHOIS] NEREARE L-uo7: |NEESHHR EEEESENEENEE0R se311 Thr3l2le GIn313SC SC316GI

As substituicdes de nucleotideos sdo mostradas em cada cédon. S: mutacdes sinbnimas; NS: mutacdes nao sinbnimas (destacadas em vermelho); Em cinza
sdo mostras as alteracdes em todas as sequéncias do estudo.
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GISAID (do inglés Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data),
iniciativa global criada para o compartilhamento global de dados do virus
Influenza em 2006 (gisaid.org) com a base de dados gendémico EpiFlu. Em 2020
ampliou suas atividades e ofertas de ferramentas de andlise por conta da
pandemia do SARS-CoV-2, hoje a base de dados EpiCov j& possui mais de 2
milhdes de genomas compartilhados por grupos de todo o mundo. Entre as
ferramentas disponiveis existe o CoVsurver (gisaid.org/covsurver) para auxiliar
a comunidade cientifica na identificacdo, andlise e interpretagcdo de mutacdes
em genomas do coronavirus. Devido a importancia epidemiol6gica e impacto do
HRSV no mundo, o GISAID junto com a OMS criou também a base de dados
EpiRSV foi liberada em junho de 2021. EpiRSV contard também com
ferramentas de vigilancia genémica e analises para HRSV, auxiliando a elucidar
as lacunas de conhecimento em relagédo a transmissao, fatores de risco para
infeccdo e acima de tudo, a partir dos dados genéticos auxiliard na identificacdo
das variantes virais circulantes em tempo real e interpretacdo do impacto de
mutac¢des no genoma.

Analises preliminares das sequéncias obtidas neste estudo com a
ferramenta RSVsurver (gisaid.org), onde foi possivel de maneira rapida
identificar as mutacdes encontradas em nossas sequéncias comparadas as
sequéncias de referéncias utilizadas pelo GISAID, EPI_ISL_412866 para HRSV-
A e EPL_ISL_1653999 para HRSV-B podem ser observadas na Tabela 12 e no
material em anexo. No entanto, como essa ferramenta foi liberada abertamente
em 21 de junho de 2021, ndo foi possivel analisa-las e interpreta-las em tempo
habil para a redacdo deste manuscrito. Notavelmente observamos uma maior
guantidade de mutacbes na proteina G. Reforcamos a necessidade de
aumentarmos a nivel global o nimero de genomas de HRSV para entendermos
melhor a dindmica viral e entender melhor o significado de mutacdes
encontradas em termos de viruléncia, escape da resposta imune, escape a
imunoprofilaticos ou a antivirais. Adicionalmente, correlacionar estes dados com
a caracterizacao fenotipica e antigénica destes virus também é importante para

dar suporte aos achados genémicos.
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Tabela 12- Identificacdo das mutacdes de HRSV A e B das sequéncias do Amazonas no
RSVsurver disponivel no GISAID.

ID SEQUENCIA N DE MUT. MUTACOES NA PROTEINA G N DEMUT. MUTACOES NA PROTEINA F
RSV-A VR006_BR_AM_Manaus | 2019-04-202 13 P71L, HOOY, L101F, G106E, 1134K, L142S, G224E, S243|, 1265, D284G, E295D, Y304H, T320A 1 T13A
VR020_BR_AM_Manaus | 2019-05-082 11 P71L, HOOY, L101F, 1134K, L142S, G224E, S243|, K262E, 1265L, D284G, Y304H 0 sem mutagSes

VR029_BR_AM_Manacapuru|2019-04-09
VR030_BR_AM_Manaus| 2019-04-25

A74V, V99A, P192S#a, 1310V
A74V, VI9A, P192S#a, P245S, 1310V

sem mutagdes
sem mutagGes

VR002_BR_AM_Manaus | 2019-05-08 2 A74V, V99A 0 sem mutagGes
VR005_BR_AM_Manaus|2019-05-31 4 A74V, V99A, P192S#a, 1310V 0 sem mutagOes
VR007_BR_AM_Manaus|2019-04-22 7 A74V, T131A, 1137T, 1252T, L284P, P304L, T306! 1 Q172H#hao
VRO013_BR_AM_Manaus | 2019-05-15 6 A74V, T131A, I137T, 1252T, L284P, T306I 0 sem mutagdes
VRO16_BR_AM_Manaus|2019-05-09 4 A74V, VI9A, P192S#a, 1310V 0 sem mutagdes
VRO18_BR_AM_Manaus|2019-02-21 2 A74V, V99A 0 sem mutagdes
VRO19_BR_AM_Manaus|2019-05-10 5 A74V, VI9A, P192SHa, P245S, 1310V 0 sem mutagdes
RSV-B  VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12 4 A74V, ins229T, Y285H, T287A 0 sem mutagdes

VR023_BR_AM_Iranduba|2019-04-12 3 A74V, V99A, S305F 0 sem mutagSes
VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-11 2 A74V, Y285H 1 Lap
VR026_BR_AM_Manaus|2019-04-16 2 A74V, V99A 0 sem mutagdes
VR027_BR_AM_Manaus|2019-04-16 2 A74V, VI9A 0 sem mutagdes
VR028_BR_AM_Manaus|2019-04-24 2 A74V, V99A 0 sem mutagdes

4 0

5 0

Quando ndo ha efeitos conhecidos para a mutagdo e a mutagdo ocorreu apenas uma vez no conjunto atual de sequéncias, a mutagdo aparecerd em fonte de cor preta
MutagBes que ocorrem mais de uma vez sdo mais interessantes do ponto de vista epidemioldgico e aparecerdo em fonte de cor azul
mutagdes que levam a uma insergdo ou delegdo de residuos de aminoacidos sdo coloridas em ciano
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5. CONCLUSOES
1. Com base nas amostras analisadas neste estudo, no periodo de 2019 a
2021 circularam no Amazonas os dois subgrupos de HRSV (A e B). Porém, a
dominancia de circulagdo mostrou-se diferente ao longo dos anos;
2. Em 2019 a frequéncia de HRSV-B foi maior nas amostras estudadas, e
em 2020 e 2021 o HRSV-A circulou com mais frequéncia, corroborando com
estudos que indicam a circulagéo ciclica do HRSV, mudando pelo menos a cada
dois anos;
3. Ao todo foram sequenciados 17 genomas de HRSV por NGS do
Amazonas, de amostras referentes ao ano de 2019 neste estudo, sendo 15
genomas de HRSV-B e 2 de HRSV-A,;
4. As amostras sequenciadas do HRSV-A pertenciam ao genétipo ON1, que
apresenta uma duplicacdo de 72 nucleotideos na porc¢éo final do gene G. Sendo
essa a primeira vez que o gendtipo ON1 é identificado circulando no Amazonas;
5. Todas as quinze amostras de HRSV-B sequenciadas pertenciam ao
gendtipo BA9, com a caracteristica duplicacao de 60 nucleotideos na porc¢ao final
do gene G;
6. Neste estudo, listamos altera¢cdes nos aminoacidos ao longo do genoma
das amostras sequenciadas, mas de forma observacional. Analises mais
aprofundadas para entender o papel dessas muta¢cdes sdo importantes e ficam
em perspectivas futuras. Algumas mutacdes no gene G foram observadas em
outro estudo com amostras brasileiras, corroborando com nossos achados;
7. Com base em analises filogenéticas e filogeograficas pudemos inferir uma
Unica introducao do HRSV-A no estado do Amazonas e estimamos que a origem
mais provavel seja Filipinas;
8. Nas analises feitas com os 15 genomas de HRSV-B, inferimos duas
introducdes distintas do virus no estado, sendo em ambas a origem mais
provavel a Australia;
9. Entretanto o viés de baixa amostragem de genomas para analises
filogenéticas e filogeograficas foi observado assim como em outros trabalhos
10. Entretanto o viés de baixa amostragem de genomas para analises
filogenéticas e filogeogréficas foi observado neste estudo, assim como em outros

trabalhos. Dessa maneira, reforcamos a importancia da vigilancia gendémica do
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HRSV no Brasil e no mundo e esperamos contribuir com nossos achados para

minimizar essa lacuna que existe.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Termo de Anuéncia da FVS-AM;
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TERMO DE ANUENCIA

Declaro, para os devidos fins que a Diretora Presidente da Fundagao de
Vigildncia em Satde do Amazonas-FVS-AM, esta de acordo com a execugao do
projeto de pesquisa intitulado “Vigilancia gendémica de virus respiratérios
circulantes nos anos de 2019 e 2020 em Manaus, Amazonas”, tendo como
responsaveis o Dr. Felipe Gomes Naveca (Coordenador/Orientador), Ligia
Fernandes Abdalla (Coorientadora) e Fernanda Oliveira do Nascimento (aluna de
mestrado), pesquisadores do Programa de Pos-Graduagdo em Biologia da Interagao
Patégena Hospedeiro — PPGBIO da FIOCRUZ-AM, os quais terdo apoio e
colaboragéo desta Instituigéo, de acordo com os termos constantes no Processo N°
01.02.017306.00002917.2019.

Manaus, 16 de setembro de 2019.

Rdé‘éﬂfﬁRY COSTAPINTO,
Diretora Presidente da FVS-AM
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INTRODUCAO

Infecgdes do trato respiratério sdo comumente ocasionadas por virus e acometem milhées de pessoas de
todos os grupos por ano, em todo o mundo. Um grande numero de virus é relacionado a estas
enfermidades, como o Influenza, o Virus Sincicial Humano e outros, fazendo-se cada vez mais necessario o
correto diagndstico para o tratamento eficaz, uma vez que estes podem evoluir para infecgdes mais graves
como a Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG). Devido ao impacto anual das epidemias causadas por
estes virus e o seu potencial pandémico, € de fundamental importancia a continua vigilancia, bem como a
rapida identificagdo de novas cepas emergentes e possiveis alteragdes genéticas. Nesta pesquisa,
almejamos caracterizar a epidemiologia molecular dos virus respiratorios circulantes na cidade de Manaus —
Amazonas nos anos de 2019 a 2020. As amostras utilizadas no estudo seréo identificadas por RT-PCR pelo
Laboratério Central em Saude Publica — LACEN — AM. Sera realizado o sequenciamento das mesmas,
seguida de analises
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filogenéticas comparando-as com sequéncias mundiais depositadas em banco de dados e os achados
moleculares e clinicos serdo correlacionados. Desta forma, esperamos compreender a epidemiologia
molecular das linhagens virais circulantes na cidade e inferir uma possivel origem dos casos encontrados,
contribuindo assim para a vigilancia, o controle e a prevengao de novos surtos na regido.

HIPOTESE

A Amazénia apresenta grande biodiversidade de microrganismos, principalmente de virus, isto se deve
grande parte as suas caracteristicas geoclimaticas, porém, outro fator importante observado é o intenso
fluxo migratorio através de suas fronteiras, fato que pode facilitar a entrada de virus procedentes de outros
paises vizinhos, tornando ainda mais complexa a realidade epidemiologica da regido. Além de identificar os
virus circulantes, a vigilancia epidemioldgica das infecgdes provocadas por virus respiratérios € importante
para ter-se conhecimento de possiveis mudangas no perfil genético dos mesmos, uma vez que ja se sabe
da grande diversidade genética e o rapido processo evolutivo caracteristico destes microrganismos. Devido
a isso varios questionamentos foram feitos, principalmente apds o surto de virus respiratérios que houve no
Estado no inicio do ano de 2019, tais como: Quais virus estdo circulando na regido? Quais mutacdes
apresentam? Ha ou houve a introdugéo de novas linhagens de virus respiratérios?

METODOLOGIA

1. Coleta das amostras realizada nas unidades de saude e enviadas ao LACEN-AM: As unidades de saude
realizam a coleta rotineiramente por aspirado de nasofaringe ou swab combinado (nasal e oral) entre o
terceiro e o sétimo dia apds o inicio dos sintomas do paciente. Em seguida, as amostras s&o transportadas
em tubos contendo 3 mL de Meio de Transporte Viral (MTV) ou PBS e sdo encaminhadas para o LACEN —
AM onde é realizado o diagnéstico por RT-qPCR e posterior notificagdo do resultado para as autoridades de
saude.

2. PCR em tempo real com Transcricdo Reversa (RT-qPCR) realizada como rotina pelo Lacen: No Lacen-
AM a detecgéo dos agentes virais é realizada seguindo um protocolo de RT-qgPCR em tempo real
desenvolvido pelos Centros de Controle e Prevencdo de Doengas (EUA) (WHO 2009a), onde sdo
detectados os virus Influenza (A e B), Adenovirus, Metapneumovirus, Virus Sincicial Respiratério Humano e
Parainfluenza (1 a 3).

3. Selegdo das amostras de interesse ao estudo: Apds a identificagdo do agente viral realizada como rotina
no Lacen-AM, uma aliquota de 2001 ou mais das amostras positivas para virus
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respiratérios, principalmente RSV e Influenza (A e B) sera disponibilizada e encaminhada ao Laboratério de
Virologia no ILMD — FIOCRUZ AMAZONIA e armazenada a -80°C até a sua utilizacao.

4. Extragado do RNA viral: As extragdes do RNA serdo realizadas com o kit comercial Biogene RNA kit sendo
utilizado 170 | de amostra, seguindo as recomendagdes descritas pelo fabricante. O RNA sera eluido em 50
L de agua livre de nucleases do préprio kit, podendo ser imediatamente usado ou estocado a -80°C. O
controle positivo MS2 sera utilizado em todas as extragdes.

5.Amplificagdo dos fragmentos génicos para sequenciamento por PCR convencional: Para amplificagéo do
fragmento génico para sequenciamento o cDNA serd sintetizado utilizando a enzima Super Script IV com
volume final de 20 L e primers randémicos. Em resumo, os genes alvos para Influenza, como o HA e NA,
para VSR e outros virus serdo amplificados por RT-PCR seguindo o protocolo divulgado pela OMS (2009) e
alguns primers desenhados pelo grupo de pesquisa. Os amplicons serdo purificados por precipitagdo com
Polietilenoglicol (PEG), cujo objetivo é a remogao de nucleotideos e iniciadores nédo incorporados na PCR
que podem vir a interferir na reagéo de sequenciamento, utilizando o protocolo de Humphreys et al. 1975
adaptado pelo grupo. Em seguida, serdo submetidos ao sequenciamento capilar tomando como base o
método de dideoxinucleotideos, utilizando os iniciadores apresentados na tabela em anexo, cujos alvos sao
as regides utilizadas para genotipagem destes virus.

6. Analises filogenéticas: As amostras obtidas neste estudo serdo comparadas a sequéncias mundiais
disponiveis no GenBank (ncbi.nim.nih.gov), também com o auxilio do Programa BEAST v1. 10. 1 e outras
ferramentas auxiliares como BLASTn, PhyML 3.0.

CRITERIOS DE INCLUSAO

Serdo incluidas nesta pesquisa amostras positivas testadas no painel de diagnéstico do LACEN
(Adenovirus, Metapneumovirus, Parainfluenza 1, 2 e 3, Virus Sincicial Respiratério, Influenza e atualmente
SARS-CoV-2), bem como amostras negativas onde irdo ser testadas para outros virus respiratérios, como
por exemplo Bocavirus, Rinovirus e Coronavirus (OC43, 229E, NL63) que nao s&o testados no LACEN.

CRITERIOS DE EXCLUSAO
N&o foram apresentados.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO PRIMARIO
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Caracterizar geneticamente os virus respiratérios circulantes no estado do Amazonas - Brasil, nos anos de
2019 e 2020 oriundos de pacientes com sintomas de Sindrome Gripal e/ou Sindrome Respiratoria Aguda
Grave.

OBJETIVOS SECUNDARIO

« Caracterizar os genes da Hemaglutinina (HA) e Neuraminidase (NA) de Influenza;

« Caracterizar o gene G de Virus Sincicial Respiratério Humano (RSV);

» Testar amostras negativas para outros virus respiratérios, como por exemplo Rinovirus, Bocavirus,
Coronavirus;

« Realizar analises filogenéticas dos virus identificados;

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

N&o existem riscos associados & participacdo deste estudo, uma vez que trabalharemos com as amostras
de rotina enviadas ao Lacen - AM. No presente estudo serdo utilizadas amostras de aspirado nasofaringeo
ou swab combinado enviadas ao Laboratério Central de Saude Publica do Amazonas (LACEN-AM) como
rotina para o diagnéstico laboratorial de Sindrome Gripal e/ou Sindrome Respiratéria Aguda Grave, portanto
o diagnostico é realizado pelo LACEN-AM. Portanto, ndo havera nova coleta de material do paciente além
daquela em que ele ja foi submetido para fins de rotina diagndstica, assim n&o existirdo riscos associados a
participagdo neste estudo. Para o paciente, podera haver desconforto no momento da coleta do material por
aspiragéo ou swab combinado (nasofaringe) estéril no momento da coleta em unidade de saude para fins de
rotina diagnéstica, mas ressalta-se que isso ndo sera realizado pelos participantes deste estudo e sim pelos
profissionais de salide da unidade de salde em que o paciente procurar atendimento.

BENEFICIOS

O LACEN-AM realizada o diagnostico das amostras recebidas rotineiramente para os virus: Influenza (A e
B), Adenovirus, Metapneumovirus, Virus Sincicial Respiratério Humano, Parainfluenza (1, 2 e 3) e SARS-
CoV-2 e é de sua competéncia a liberagao dos resultados. Apds o resultado disponibilizado pelo LACEN ao
paciente e ao seu médico serdo selecionadas amostras que se adequem aos objetivos do presente projeto,
tais como amostras positivas para qualquer virus respiratério da rotina do LACEN. Assim, o beneficio do
diagnostico laboratorial para o paciente e a equipe que o assiste € uma obrigagédo do LACEN com relagédo
aos agentes infecciosos
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testados na rotina. A inclusdo de amostras negativas na rotina do LACEN no presente projeto trara
beneficios indiretos a populagdo em geral, visto que a informacgao gerada neste projeto servira para
subsidiar as agdes de vigilancia e consequentemente de melhoria no diagnéstico de rotina. Além disso, o
conhecimento do perfil genético dos virus que circulam em nossa regido € mais uma ferramenta que
auxiliara a Fundagao de Vigilancia em Saude do Amazonas. Ressalta-se que todos os resultados que
obtivermos serdo enviadoas ao LACEN e a Fundagao de Vigilancia em Saude por meio de relatorio.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Estudo descritivo, do tipo transversal, para realizar a vigilancia gendmica de virus respiratérios circulantes
nos anos de 2019 e 2020 na cidade de Manaus, Amazonas. Sera realizada uma caracterizagdo genética e
analises filogenéticas dos virus respiratérios circulantes oriundos de pacientes com sintomas de Sindrome
Gripal e/ou Sindrome Respiratéria Aguda Grave.

Serdo analisadas amostras biolégicas (aspirado de nasofaringe ou swab) enviadas ao Laboratério Central
de Saude Publica do Amazonas (LACEN-AM), positivas e negativas de acordo com o painel de diagndstico
laboratorial (Adenovirus, Metapneumovirus, Parainfluenza 1, 2 e 3, Virus Sincicial Respiratério, Influenza e
SARS-CoV-2). Adicionalmente serdo investigados outros virus respiratérios nao incluidos no painel do
LACEN (como por exemplo OC43, 229E e NL63).

Nao havera novo contato nem nova coleta de material, nem emprego de informagdes pessoais dos
pacientes. Serdo utilizados apenas dados sociodemograficos, tais como sexo e idade, data e municipio da
coleta. Foi solicitada dispensa de obtengédo de TCLE.

Os resultados obtidos na pesquisa serdo enviados ao LACEN-AM e a Fundagéo de Vigilancia em Saude por
meio de relatorios.

Previsao de inicio do estudo em mai/2020 e encerramento previsto para dez/2022

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes".

Recomendacoes:
Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes".
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Nao foram identificados dbices éticos no protocolo.

Consideragodes Finais a critério da CONEP:

ol

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigbes

definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n°® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se

pela aprovagéo do proj

eto de pesquisa proposto.

Situagdo: Protocolo aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 30/03/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1464636.pdf 23:34:09
Outros Carta_resposta_CEP.pdf 30/03/2020 |Ligia Fernandes Aceito
23:32:53 | Abdalla

Projeto Detalhado/ |PROJETO_CEP.pdf 29/03/2020 |Ligia Fernandes Aceito

Brochura 01:02:56 | Abdalla

Investigador

QOutros CARTA_LACEN.jpeg 29/03/2020 |Ligia Fernandes Aceito
00:59:20 [Abdalla

Outros Orgonagroma_FVS.pdf 29/03/2020 |Ligia Fernandes Aceito
00:50:34 [Abdalla

Cronograma Cronograma_CEP.pdf 29/03/2020 |Ligia Fernandes Aceito
00:46:41 _[Abdalla

Outros TCUD_2020_CEP.pdf 29/03/2020 |Ligia Fernandes Aceito
00:37:56 [ Abdalla

Folha de Rosto FolhaDeRostoPlataformaBrasil.pdf 07/11/2019 |Ligia Fernandes Aceito
00:44:22 [Abdalla

Qutros Termo_anuencia_virus_respiratorios.pdf| 04/11/2019 |Ligia Fernandes Aceito
19:25:41 | Abdalla

Situacao do Parecer:
Aprovado

Enderego: SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar
Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
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ANEXO 3 — ANALISES DO RSVsurver

RSVsurver Result 21/06/202111:09

Please take a look at the Frequently Asked Questions if you

are new to RSVsurver.

Enabled by

Result for comparison with reference selection: autorefall Back to Reference Selection

Spin ON  Spin OFF  Save IMAGE SpinON  Spin OFF  Save IMAGE

prefusion RSV F glycoprotein (PDB: 6apd, X-ray 4.1 Angstrom) in . o 5 : .
complex with AM22 (magenta ribbon) & Ir:fant Antibody ADI-19425 postfusion RSV ,F glycoprotelp (PDB: 6apb, X-ray 3.0 A_ngstrom) n
(green ribbon). complex with Infant Antibody ADI-14359 (green ribbon).

%% AA identity: # mutations:
99.477% 3
List of variations displayed in structure (nearest residue if in List of mutations not in
loop/termini region) structure

L4P(N-term) T13A(N-
Q172H taim)

Query Clade Best reference hit %id C%ocoverage #mut: List of mutations

NS1 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRL056/2019
NS2 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRL056/2019
N hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRL056/2019
P hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRL056/2019
M hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRL056/2019
VR002_BR_AM_Manaus|2019- ., SH hRSV/B/Australia/Vic-
05-08 VIDRL056/2019
G hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRL056/2019
F hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRL056/2019
M2-1 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRL056/2019
M2-2 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRL056/2019

99.3% 100% 1 K74E

100% 100% 0 no mutations
99.7%  100% 1 vozr#ho
100% 100% 0 no mutations

100% 100% 0 no mutations

100% 100% 0 no mutations

99.4% 100% 2 A74V, V99A

100% 100% 0 no mutations

100% 100% 0 no mutations

97.8% 100% 2 127, L21F
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L hRSV/B/Australia/Vic-VIDRL056/2019 99.9% 100% 2 E148G, S1320P
NS1 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRLO56/2019 99.3% 100% 1 K74E
NS2 hVRISD\é/LBO/?:/SZtgalléa/VIG 100% 100% 0 no mutations
. hﬁ‘gf{gg’g};ﬂg VE- 99.7%  100% 1 vozrtthe
P bRlose/o0ts  100%  100% 0 -
M h’?/sl\é/;i/(?;f;s/t;aohlagvm- 100% 100% 0 no mutations
VROO05_BR_AM_Manaus|2019- oyqr SH hRSV/B/Australia/Vic- - " . N
: VIDRL056/2019 o 100%
8 hﬁ‘gf{g;é};ﬂfévm_ 98.7% 100% 4 A74V, V99A, P1925#2 1310V
F hRVSI\IID/:(é\;g/t;aOIIfQ/VIC- 100% 100% 0 no mutations
M2 r\}’lzgxigé%l/];glagalvm- 100% 100% 0 no mutations
M2-2 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRL056/2019 98.9%  100% x 121
L hRSV/B/Australia/Vic-VIDRL056/2019 99.8% 100% 5 K1038R, S1320P, F1664L, P1720S, R1764K
NS1 hRSV/A/England/397/2017 100% 100% 0 no mutations
NS2 hRSV/A/England/397/2017 100% 100% 0 no mutations
N hRSV/A/England/397/2017 99.7% 100% 1 V352A
P hRSV/A/England/397/2017 99.6% 100% ik L55P
M hRSV/A/England/397/2017 99.6% 100% i 6 M431
SH hRSV/A/England/397/2017 100% 100% 0 no mutations
VROOG_BR_QXEISSMUSIZOIQ_ Other G hRSV/A/England/397/2017 96.0% 100% 13  P71L H90Y, L101F, G106E, 134K, L1425, G224, 52431,
g Y 2 1265L, D284G, E295D, Y304H, T320A
F hRSV/A/England/397/2017 99.8% 100% 1 T13A
M2-1 hRSV/A/England/397/2017 99.5% 100% 1, S176P
M2-2 hRSV/A/England/397/2017 97.7% 100% 2 Y24C, S44N
S100L, N143D, P171L, T179S, R256K, Y598H, D1034E,
LInRSV/A/England/397/2017 99.4%  100% 13 1438Q, 11653V, K1661N, N1723S, E1725G, G1731D
NS1 h\;{ISD\a/LB({SAGK;Sétgalllga/VIC- 100% 100% 0 no mutations
H52 r{st\gfo/sAg‘f;;';a/ ic= 99.2%  100% 1 1a3v
N hFi,SI\é/fL/é\sug/t;%“la; Vie 99.7%  100% 1 vozrithe
P hRVSI\I/)/SI{g;g;;%TQ/VIC_ 100% 0% 0 no mutations
M h?/SI\[I)/RBL/(/)\;é/t;Zl;a,!VICV 100% 100% 0 no mutations
YROU7-ER A Lanausl2lio= oger SH hRSV/B/Australia/Vic- o S . cser
B VIDRL056/2019 ’ e
@ hl?\/?é/f{(/)\;g/t;hfg/Vlc— 97.7%  99.7% 7 A74V, T131A, I137T, I252T, L284P, P304L, T3061
3 hR\/sI\g:(gg‘g/t;ﬂ'féV'c' 99.8%  100% 1 Q172H*ha0
M2-1 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRLO56/2019 99.5% 100% 1 K189Q
22 r\};lzg\kliggg;gfga/ Vie: 97.8%  100% 2 121, M27T
L hRSV/B/Australia/Vic-VIDRL056/2019 99.9% 100% 2 I369T, T19871
NSt hVRISDVR/LBO/?G”f;;';a/ Vies 100%  100% 0 no mutations
52 thIlS)\’IZ/FO/;\GU/SZtgiIéa/VIC- 100% 100% 0 no mutations
N hflsl\é/,fl_/gs"ss/t;%"fg/ Ve 99.7%  100% 1 vozi#ho
P hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRLO56/2019 99.6%  100% . k2221
M h‘ilsl\égé\;es;g?)l‘la’!\“c- 100% 100% 0 no mutations
VR013_BR_AM_Manaus|2019- SH hRSV/B/Australia/Vic-
05715 Other VIDRLOS6/2019 98.5%  100% 1 G58R
G hRSV/B/Australia/Vic-
98.1% 6 A74V, T131A, 1137T, 12527, L284P, T3061
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VIDRL056/2019 99.7%
g hRVSI\ggL/ggg;;a(j'fg/v'c' 100%  100% no mutations
ML r\}?g:z/{ggg?;gfga/vm- 100% 100% no mutations
M2 '&?g;{g{s‘;‘/';gfga/ VI 97.8%  100% 121, M27T
L hRSV/B/Australia/Vic-VIDRL056/2019 99.9% 100% 1369T, T19871
NS1 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRLO56/2019 99.3% 100% K74E
NSz Plzg\ngz/?sL;sggalléa/VIC- 100% 100% no mutations
it A 99.7%  100% vozyithe
B hRVSI\g:(é\;;;;Tg/VIC- 100% 100% no mutations
i h’tﬁg{?{gg‘;}‘z’?‘févm_ 100% 100% no mutations
VR016_BR_AM_Manaus|2019- e
05-09 BLier Sk hslsgé%é‘éfggi'g/ vic 100%  100% no mutations
G hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRL056/2019 98.7%  100% A74V, V99A, P1925%2, 1310V
§ hRVSI\gRBQ;g;?O"fQ/V'C' 100%  100% no mutations
M2t ly;sx{ggg};gfga/\ho 100% 100% no mutations
M2-2 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRLO56/2019 98.9%  100% fax
L hRSV/B/Australia/Vic-VIDRL056/2019 99.8% 00% S$1320P, F1664L, P1720S, R1764K
NS1 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRLO56/2019 99.3% 100% K74E
NSz *{zsb\gg@észtgal';a/ Ve 100%  100% no mutations
b Ll R 99.7%  100% vozz#he
P hlt/SI\é/SKQA;g;;aolilag/Vic- 100% 100% no mutations
M h%/sl\é/RBL/OASLIGS/t;?iag/VIC- 100% 100% no mutations
VR018_BR_AM_Manaus|2019- o
02-21 ey SH hsls[\)’é%égfgrg{'g/ vic 100%  100% no mutations
N hFi/SI\[I)/RBL/(? ;65;5%“139/\/'0 99.4%  100% A74V, VOOA
F hR\/SI\I;/F?Ké\;;;EBOIIIBQ/VIC- 100% 100% no mutations
™21 U}gx(gg:l;;gfga/\hc 100% 100% no mutations
M2-2 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRLO56/2019 97.8%  100% £21, L21F
L hRSV/B/Australia/Vic-VIDRL056/2019 100% 100% S$1320P
NS1 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRLO56/2019 99.3%  100% Kz4E
NS2 h\;RISD\gLBO/?E;SZtBalh;/VIC- 100% 100% no mutations
f hrﬁgﬁ(gg‘;ﬁﬂg Vi 99.7%  100% vozzthe
B hR\Z\é/s(g;;;;aJT;VIC- 100% 100% no mutations
- L 100%  100% i mutations
VROL9.BR.AM Manausi2013- oer SH hRSV/B/Australia/Vic- — " —
VIDRL056/2019 5% 100% Asgy
N hﬁ\éﬁ(ﬁgggﬂgv'c’ 98.4%  100% A74V, V99A, P1925¥3, p245s, 1310V
F hRVSI\gF?I{(/J\éJ;;EBAIlBéVIC- 100% 100% no mutations
MEL '\}?g;{/(gggl;;gfga/vm_ 100% 100% no mutations
M2-2 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRLO56/2019 98.9%  100% T
L hRSV/B/Australia/Vic-VIDRL056/2019 99.8% 100% K1038R, S1320P, F1664L, P1720S, R1764K
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NS1 hRSV/A/England/397/2017  100%  100% 0
NS2 hRSV/A/England/397/2017  99.2%  100% 1
N hRSV/A/England/397/2017 99.7%  100% 1 V3524
1
1
1

no mutations

P hRSV/A/England/397/2017 99.6% 100%
M hRSV/A/England/397/2017 99.6% 100%

SH hRSV/A/England/397/2017  98.4%  100%
VR020_BR_AM_Manaus|2019-

Other o, o P71L, H90Y, L101F, I134K, L142S, G224E, S2431, K262E,
05-082 G hRSV/A/England/397/2017 96.6% 100% 11 12651 D284G, Y304H
F hRSV/A/England/397/2017 100% 100% 0 no mutations
M2-1 hRSV/A/England/397/2017 99.5% 100% 1 S176P
M2-2 hRSV/A/England/397/2017 97.7% 100% 2 Y24C, S44N
N47Y, N143D, P171L, T179S, R256K, Y598H, Y845H,
L hRSV/A/England/397/2017 99.4%  100% 14 L1438Q, 11653V, K1661N, N1723S, E1725G, G1731D,
Y2163N
£ot mg‘gg@;f;ﬁ";/ i 100%  100% 0 no mutations
NS2 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRLO56/2019 99.2%  100% L DN
N h'ﬁgf{é;g;;ﬂgv'c' 99.7%  100% 1 voz1#he
i th/SI\é/s{g;g;;aohlag/Vm- 100% 100% 0 no mutations
L hﬁg@?&“;};“fgv'c’ 100%  100% 0 no mutations
VR022_BR_AM_Manaus|2019- T
04-12 Other SH hs%g%’;‘;ggr;’ Ve 100%  100% 0 no mutations
= hrﬁ\éﬂéo‘;ss;ggv'c' 99.0%  100% 4 A74V, ins229T, Y285H, T287A
F hRVSIY)/:L/g;;;;a(;IlaéVIC_ 100% 100% 0 no mutations
M2:d C?gz{g/sél;;gfga/wc— 100% 100% 0 no mutations
WZ:2 '\}?S\R’{Eé%‘/’ggfga/ Vie: 100%  100% 0 n6 mutatioris
L hRSV/B/Australia/Vic-VIDRL056/2019 99.9% 100% 3 T65A, T1796S, 12087T
t=1 '{,F}SD\A/L%/ SAG"'/Sztgal"ga/ Vie- 99.3%  100% 1 K7aE
a0 A 100%  100% O no mutations
N hRSV/B/Australia/Vic- #ho
VIDRL0S6/2019 99.7%  100% o yozpEhe
P hRVSI\lla/sL/é\Sug;;ﬂliag/Vlc- 100% 100% 0 no mutations
M hl%/sl\é/l:{li/&uss/tgghlaglvle 100% 100% 0 no mutations
VR023_BR_AM_Irandubal2019- W .
04-12 Dther SH h&%’é%@gigg{';/ Vi 100%  100% 0 no mutations
G hlﬁ\é/gﬁg/t;ghla;Vm— 99.0% 100% 3 A74V, V99A, S305F
J hRVSI\I’)/sL/OAQ‘EF%'féV'C' 100%  100% 0 o miitations
M2l C?Sz{gé%?;gfga/vm_ 100% 100% 0 no mutations
M2 '\}?S\R/{gé’;‘/‘ggfga/ NIk 97.8%  100% 2 127, L21F
L hRSV/B/Australia/Vic-VIDRLO56/2019 100%  100% 1 s1320p
R s 100%  100% 0 no mutations
hs2 'LﬁSD\é/L%/SA;S;EaI"ga/ Wigs 100%  100% 0 no mutations
N hRSV/B/Australia/Vic- #ho
VIDRL056/2019 99.7%  100% L yozp=ne
R hr{\/si\ll)/gL/gsng;;aol%Vm— 100%  100% 0 no-mutations
M hlt/SI\I;/RE?_/OASUGS/t;%lII%/Vm— 100% 100% 0 no mutations
VR024_BR_AM_Manaus|2019- ia/Vic-
T 04__11 | Other St hs?géfég:?ggrg/vm 100% 100% 0 no mutations
G hRSV/B/Australia/Vic- 100%
VIDRL056/2019 99.4% 2 A74V, Y285H
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F hRSV/B/Australia/Vic-

21/06/202111:09

VIDRL056/2019 99.8%  100% Lap
M2 l&?g:{géé?;gfga/vm‘ 100% 100% no mutations
M2-2 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRLO056/2019 98.9%  100% r
L hRSV/B/Australia/Vic-VIDRL056/2019 100% 100% T4761
NS1 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRLO56/2019 99.3%  100% Kz4E
NS2 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRLO56/2019 99.2% 100% T60A
N hﬁ‘é’f{:;:}g'lag/ vie: 99.7%  100% voz1#he
R hRVSI\[I)/FEL/g;g;;aOI?Q/VlC- 100% 100% no mutations
M h%/SI\I;/RBL/&Jg/t;zhlZ/VIC- 100% 100% no mutations
VROZG—BRJ?)":-{";“”s'ZOlg' Other SH hRSV/B/Australia/Vic- P— o e
£ VIDRL056/2019 9 2
- hli/i\é/gg\;g/t;agllz;/V|c» 99.4%  100% A74V, VO9A
f thSI\lg/r?(g;eS;/tggvm- 100%  100% no mutations
M2=1 U?S\R/(g{ﬁsl;zgfga/\ho 100% 100% no mutations
M e osote < 96.7%  100% 127, L21F, E80G
L hRSV/B/Australia/Vic-VIDRL056/2019 100%  100% s1320p
NS1 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRLO56/2019 99.3% 100% K74E
NS2 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRL056/2019 99.2%  100% DSN
2 h'ifi\éﬁé\s“g;;ﬂ'g - 99.7%  100% vozrithe
P hR\i\[/)/g{(ﬁ)\;g/t;a()l%Vuc- 100% 100% no mutations
i hF;SI\éQ?_/:;g;;zhlag/vm_ 100% 100% no mutations
VROZLBR—%&_{‘I&““S'ZO19_ Sther SHARSV/By Austialiafilc: 100%  100% no mutations
VIDRLO56/2019
G hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRLO56/2019 99.4% 100% A74V, V99A
5 hRVSI\gRBI{(/;\;g/t;aO"féVIO 100% 100% no mutations
M2 r&?gz{ggg;’;g?ga/wc- 100% 100% no mutations
M2-2 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRL056/2019 97.8% 100% 12T, L21F
L hRSV/B/Australia/Vic-VIDRL056/2019 99.9% 100% $1320P, N1905Y
NS1 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRL056/2019 99.3% 100% K74E
NS2 QﬁSD\gL%/;\:/Sztgalhga/VICV 100% 100% no mutations
A 99.7%  100% vezzithe
2 hRVSI\é/RBI{g;g;;%“laQ/V’C— 100% 100% no mutations
M hflsl‘é/rg_/(fg‘ss/t;ﬂ'fgv'c’ 100%  100% ho mutations
MR RREDLY S S hslsgé%’;‘é;ggi'g/ Vies 100%  100% no mutations
G hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRLO056/2019 99.4%  100% A74N, ¥924
F hRVSI\é/F;BI{Q;g}:;aOhla;WC- 100% 100% no mutations
M2 r\}?ggigé/é;lzgfgalvm_ 100% 100% no mutations
M2-2 hRSV/B/Australia/Vic-
VIDRL056/2019 97.8% 100% 12T, L21F
L hRSV/B/Australia/Vic-VIDRL0O56/2019 99.9% 100% F305Y, S1320P
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NS1 hRSV/B/Australia/Vic-

VIDRLOS6/2019 99.3%  100% 3 KZ3E
NE2 P:IF;SD\Q/IFJ?(:/S%B?!;B/V?C- 100% 100% 0 no mutations
TS -
et i 100%  100% 0 o mutatiors
M hﬁ\éﬁ/@;{fg%"g\”c' 100%  100% 0 o mutations
VROZS,BR,A(;’L,_ZI:nacapuruIZO Other SH hslsté%é:?t{gngic_ o5iEsa i i Fiov
k hRﬁ‘gf{gg’gﬁﬂ‘fg"ic’ 100%  100% 0 no mutations
e 100%  100% 0 nomutstions
I g o
L hRSV/B/Australia/Vic-VIDRLOS6/2019 99.8%  100% 5 K1038R, S1320P, F1664L, P1720S, R1764K
NS1 I:/Ftlg\é/g)/;\sll/sztgal'(‘f/"ic’ 99.3%  100% 1 K74E
R 100%  100% 0 o mutations
N oRLose/0t6 | 997%  100% 1 yorr#he
K hkﬁglgfgggfgﬂfg/v L3 100%  100% 0 o mutations
M h'flsl‘éﬁ/g‘s“:;g‘gifg"ic' 100%  100% 0 no mutations
VR03OABRJ(\1P:-,2N;anaus|2019- Other SH hs%ﬁ%’;gﬁgggg/wc T i o
¢ thlsI\é/RB(é\SUg/t;%“fg/ Vics 98.4%  100% 5 A74V, V99A, P1925#3 p245s, 1310V
E hRVSI‘gRB(Q;‘;;;aO”fg/WC' 100%  100% 0 o mutations
Mzt cn;gz(ggy;;glaga/ iEs 100%  100% 0 o mutations
Lop C?gg{gé‘;?;gfga/ Vies 98.9%  100% 1 21
L hRSV/B/Australia/Vic-VIDRLOS6/2019 99.8%  100% 5 K1038R, $1320P, F1664L, P1720S, R1764K

Right-click here to save/download query summary report table for archiving or import to Excel (Tab-separated, one query per line) (protseqs)
Right-click here to save/download location to mutation summary report table for archiving or import to Excel (Comma-separated)
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