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RESUMO

A dengue é uma arbovirose de relevancia em saude publica, causada pelo
virus da dengue (DENV), um Flavivirus composto por quatro sorotipos
geneticamente distintos. No Brasil, a circulagao simultdnea de diferentes
sorotipos e genadtipos contribui para um cenario hiperendémico, com destaque
para o Distrito Federal, que registrou em 2024 a maior epidemia de sua série
historica, associada a mudancga no sorotipo predominante. Nesse contexto, a
caracterizagdo molecular dos virus circulantes é fundamental para
compreender a dinamica de transmissao e a evolugao viral. Este estudo teve
como objetivo geral analisar as relagcbes filogenéticas dos sorotipos de
Dengue circulantes nos anos de 2022 e 2024. Foram analisadas amostras
clinicas positivas para o virus da dengue provenientes de epidemias ocorridas
no Distrito Federal nos anos de 2022 e 2024, as quais foram submetidas a
extragcdo automatizada de RNA e a identificagdo dos sorotipos por RT-PCR
em tempo real, utilizando o kit diagnéstico ZDC Biomol, permitindo a detecgéo
dos sorotipos DENV-1 a DENV-4. As amostras positivas para DENV-1 e
DENV-2 foram selecionadas para o sequenciamento genémico parcial. O
protocolo incluiu a sintese de cDNA, amplificagdo por PCR multiplex Tiling
com primers especificos organizados em pools, confirmagdo da amplificagéo
por eletroforese em gel de agarose, purificagdo e quantificagdo do material
amplificado. O sequenciamento foi conduzido na plataforma MinlON. A
analise do reads e a montagem das sequéncias consenso foram realizadas
no software Epi2me. A genotipagem de DENV foi realizada com o Genome
Detective, com validagao por BLASTn. As analises filogenéticas utilizaram o
pipeline NextClade, que posiciona automaticamente as sequéncias em uma
arvore de referéncia previamente inferida por maxima verossimilhanga (1Q-
TREE). O posicionamento considerou mutagées compartilhadas em sitios
informativos, tratando regides sem cobertura como dados ausentes. Os
resultados evidenciaram uma mudanca no perfil de circulagao dos sorotipos
do virus da dengue no Distrito Federal entre as epidemias de 2022 e 2024.

Em 2022, observou-se predominancia quase exclusiva do DENV-1 (97,6%),



enquanto em 2024 ocorreu cocirculagédo com predominio do DENV-2 (53,7%).
As analises filogenéticas posicionaram as sequéncias de DENV-1 e DENV-2
do Distrito Federal em arvores de referéncia robustas. As amostras de DENV-
1 agruparam-se consistentemente no Gendtipo V, sugerindo circulagao
continua de linhagens endémicas ja estabelecidas no pais, enquanto as de
DENV-2 concentraram-se predominantemente no Gendétipo Il (Cosmopolita).
O agrupamento filogenético das amostras de DENV-2 em clados bem
definidos, com baixa dispersdo genética, € compativel com uma possivel
introducédo recente e disseminacdo local dessa linhagem. As analises de
similaridade nucleotidica para ambos os sorotipos demonstraram proximidade
com isolados brasileiros e internacionais. Em conclusédo, a caracterizacao
molecular evidenciou mudanca no perfil de circulagao viral no Distrito Federal
entre 2022 e 2024, com predominio de DENV-2 no periodo mais recente.
Enquanto as amostras de DENV-1 mantiveram-se no Genétipo V, as de
DENV-2 foram classificadas como Gendtipo Il (Cosmopolita). Os achados
reforcam o potencial da vigilancia gen6mica para detectar alteragbes na

dinamica de circulagdo do DENV.



ABSTRACT

Dengue is an arbovirus disease of public health relevance caused by the
dengue virus (DENV), a flavivirus composed of four genetically distinct
serotypes. In Brazil, the simultaneous circulation of different serotypes and
genotypes contributes to a hyperendemic scenario, particularly in the Federal
District, which recorded its largest epidemic in 2024, associated with a change
in the predominant serotype. In this context, the molecular characterization of
circulating viruses is essential to understand the dynamics of transmission and
viral evolution. The overall objective of this study was to analyze the
phylogenetic relationships of dengue serotypes circulating in 2022 and 2024.
Clinical samples positive for the dengue virus from epidemics that occurred in
the Federal District in 2022 and 2024 were analyzed, which underwent
automated RNA extraction and serotype identification by real-time RT-PCR
using the ZDC Biomol diagnostic kit, allowing the detection of DENV-1 to
DENV-4 serotypes. Samples positive for DENV-1 and DENV-2 were selected
for partial genomic sequencing. The protocol included cDNA synthesis,
multiplex Tiling PCR amplification with specific primers organized in pools,
confirmation of amplification by agarose gel electrophoresis, purification, and
quantification of the amplified material. Sequencing was conducted on the
MinlON platform. Read analysis and consensus sequence assembly were
performed using Epi2me software. DENV genotyping was performed using
Genome Detective, with validation by BLASTn. Phylogenetic analyses used
the NextClade pipeline, which automatically positions sequences in a
reference tree previously inferred by maximum likelihood (IQ-TREE). The
positioning considered shared mutations at informative sites, treating regions
without coverage as missing data. The results showed a change in the
circulation profile of dengue virus serotypes in the Federal District between the
2022 and 2024 epidemics. In 2022, DENV-1 was almost exclusively
predominant (97.6%), while in 2024, there was co-circulation with a
predominance of DENV-2 (53.7%). Phylogenetic analyses positioned the

DENV-1 and DENV-2 sequences from the Federal District in robust reference



trees. DENV-1 samples were consistently grouped in Genotype V, suggesting
continuous circulation of endemic lineages already established in the country,
while DENV-2 samples were predominantly concentrated in Genotype Il
(Cosmopolitan). The phylogenetic grouping of DENV-2 samples into well-
defined clades with low genetic dispersion is consistent with a possible recent
introduction and local spread of this lineage. Nucleotide similarity analyses for
both serotypes demonstrated proximity to Brazilian and international isolates.
In conclusion, molecular characterization showed a change in the viral
circulation profile in the Federal District between 2022 and 2024, with a
predominance of DENV-2 in the most recent period. While DENV-1 samples
remained in Genotype V, DENV-2 samples were classified as Genotype |l
(Cosmopolitan). The findings reinforce the potential of genomic surveillance to

detect changes in the circulation dynamics of DENV.
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1. INTRODUGAO

1.1.Dengue

A dengue € uma arbovirose causada pelo virus da dengue (DENV),
cujo principal vetor de transmissdo é a fémea do mosquito Aedes aegypti,
embora outras espécies do género Aedes possam transmitir DENV de forma
secundaria. Trata-se de uma doenga endémica em diversos paises tropicais
e subtropicais, incluindo regides da América Latina, Africa, Asia e Oceania. A
dengue representa um importante problema de saude publica, oferecendo
risco de infeccdo a cerca de metade da populagcdo mundial, distribuida em
mais de 100 paises, com uma estimativa anual de 100 a 400 milhdes de casos
(1-3).

Uma vez que um individuo € infectado pela picada de um mosquito
infectado com DENV, segue-se um periodo de incubagao variando de 3 a 14
dias, com uma média de 4 a 7 dias. A presenga do virus no sangue do
paciente pode ser detectada de 2 a 3 dias antes do inicio da febre com a
viremia persistindo por até 6 dias apds o inicio dos sintomas. Individuos
sintomaticos e assintomaticos podem transmitir o virus da dengue para
mosquitos (4,5).

A dengue € uma condigdo aguda, que pode ser assintomatica, na
maioria dos casos, ou sintomatica. Os casos sintomaticos geralmente tém
inicio de 4 a 10 dias apds a infeccdo, e as manifestagdes comecam com a
fase febril (temperaturas de até 40°C) com duragao de 2 a 7 dias e de inicio
abrupto, associada a cefaleia, perda de apetite, mialgias, artralgias, dor retro
orbital, nausea, vomito, inchado de glandulas e exantema, que ocorre em
aproximadamente 50% dos casos. Os sintomas tendem a melhorar depois de
1 a 2 semanas. Apds a fase febril, grande parte dos pacientes se recuperam
progressivamente, com melhora do estado geral e retorno do apetite (1,5).

O DENV é um Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae, e pode ser
classificado em quatro sorotipos distintos (DENV-1 a 4), cada um
apresentando propriedades antigénicas unicas, bem como caracteristicas

gendmicas distintas. Os sorotipos DENV-1 a DENV-4 exibem diferenciacédo
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genética substancial, visto que analises filogenéticas demonstraram que cada
sorotipo pode ser subdividido em multiplos genétipos (4,6-8).

Esses sorotipos de DENV s&o responsaveis por causar uma variagao
da doenca que vai desde infecgdes assintomaticas, sintomaticas leves como
febre de dengue (FD), até quadros mais graves da doencga, podendo ser fatal
(9,10). O diagnodstico preciso e precoce da dengue € crucial para o
gerenciamento adequado da doenga e prevengao de complicagdes graves.

A infeccdo primaria por um dos sorotipos DENV confere imunidade
homotipica de longo prazo contra esse sorotipo especifico, mas oferece
apenas protecao temporaria contra os outros sorotipos, ou seja, imunidade
heterotipica limitada. A prote¢cdo cruzada breve entre sorotipos de dengue é
causada pela similaridade genémica (cerca de 70% entre alguns sorotipos),
que resulta na presenca de epitopos conservados nas proteinas estruturais,
como a proteina do envelope (E), que induzem uma resposta imune parcial e
transitéria contra infec¢des heterdlogas, conferindo imunidade limitada (11—
14).

Contudo, apesar da existéncia de epitopos compartilhados, as
divergéncias genéticas presentes entre os sorotipos resultam na producao de
anticorpos que, embora capazes de reconhecer epitopos conservados, sao
decrescentes e/ou fracamente neutralizantes. No caso de uma reinfeccéo
heter6loga de DENV, esses anticorpos podem contribuir para uma piora do
quadro clinico, com a evolugao para formas graves da doenca através da
intensificagcdo dependente de anticorpos (ADE, do inglés Antibody-Dependent
Enhancement), uma vez que os anticorpos nao neutralizantes da infecgéo
primaria facilitam a entrada do DENV em células imunes hospedeiras,
ampliando a replicagéo viral (4,6,8,10-15).

A primeira epidemia de dengue no Brasil ocorreu em Boa Vista,
Roraima, em 1981. Desde entdo, epidemias foram registradas em diversas
regides do pais. Por muitos anos, a dengue foi a arbovirose predominante no
Brasil, até que em 2014 surgiram os primeiros casos de Chikungunya (CHIKV)
e, em 2015, os casos de Zika (ZIKV), (16) e mais recentemente, entre 2023 e

2024, se observou o aumento de casos do Oropouche virus (ORQV) (17).
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1.2.Virus da Dengue (DENV)

O DENV é um virus esférico envelopado, com 40 a 50 nm de diametro
(Figura 1) (18). A organizagdo gendmica do virus da dengue € composta por
um unico filamento de acido ribonucleico de sentido positivo (+ssRNA) com
uma extremidade 3’ terminal nao-poliadenilada. O genoma tem cerca de 11
Kb e possui uma unica fase de leitura aberta (ORF, do inglés open reading
frame) que é traduzida em uma unica poliproteina viral (4,6,10,19).

Associados ao genoma encontram-se a RNA helicase e a RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp), sendo esta ultima usada para
sintetizar as sequéncias reversas complementares (-ssRNA) que servirdo de
moldes para novas fitas +ssRNA do virus. Além dos genes envolvidos na
replicagcéo, a regido codificadora dos flavivirus possui trés genes estruturais
que codificam trés proteinas virais estruturais, capsideo (C), membrana
precursora (prM) e envelope (E), e sete nao estruturais (proteinas NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Figura 2) (6,10,19-21).
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Figura 1: Organizagao estrutural do virus Dengue. Proteinas E (Envelope), M (Membrana),
C (Capsideo) contendo em seu interior o RNA (Genoma viral). Fonte:
https://viralzone.expasy.org/24 (Adaptado).

As proteinas estruturais sao essenciais para a formagao do envelope
viral, sendo a estrutura da proteina E especialmente importante, pois esta
envolvida na mediagédo da fusdo das membranas durante a entrada do virus

nas ceélulas hospedeiras (22). Além disso, o complexo formado pelas
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proteinas nao estruturais € vital para a replicagao viral, montagem do virus no
citoplasma e evasao imunoldgica (20,21). A proteina NS1 envolvido no
processo de replicacdo e desempenha um papel na evasao do sistema
imunoldgico, modulando a resposta imune inata (23). As proteinas NS2A e
NS4A sao essenciais para a montagem da membrana e para o arcabougo
necessario para a sintese do RNA viral (24,25). A proteina NS4B modula as

vias de sinalizagao do hospedeiro e esta implicado na patogénese viral (26).
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Figura 2: Organizagdo genémica dos virus pertencentes ao género Flavivirus. Tradugao de
uma unica poliproteina, que é posteriormente clivada por proteases virais e celulares. Fonte:
https://viralzone.expasy.org/24 (Adaptado).

A poliproteina do virus da dengue é um propeptideo, um precursor
inativo traduzido a partir do RNA mensageiro (MRNA) que contém todas as
proteinas virais em uma unica cadeia (27). Para se tornarem funcionais, as
proteinas sao liberadas por meio de clivagens proteoliticas, processo que é
mediado por enzimas especificas presentes no virus: a proteina NS2B atua
como cofator para a protease NS3, essencial para o processamento da
poliproteina (27); NS3 contém atividades de serina protease, helicase e RNA
trifosfatase (28,29); NS5 é a RdRp e tem atividade de metiltransferase, e esta
associada a evasao imunoldgica (30,31). O virus da dengue ainda expressa
duas peptidases, a NS2B-NS3pro e a NS3-NS5, que sio responsaveis pela
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clivagem do polipeptidio viral em proteinas funcionais (10,27,32). As
interacdes entre NS3 e NS5 s&o cruciais para o estabelecimento do complexo
de replicacao viral (33).

A replicagédo dos flavivirus, como o DENV, ocorre no citoplasma das
células hospedeiras dentro do reticulo endoplasmatico (ER) modificadas em
pacotes vesiculares. A montagem das particulas virais ocorre no reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), onde adquirem suas membranas e
amadurecem durante a passagem pelo sistema secretor do hospedeiro, com
clivagem de prM para membrana (M). Virions podem ser liberados com uma
mistura de proteinas M/prM maduras e imaturas. Os flavivirus sao
caracterizados por sua relagdo antigénica e exibem varios graus de

reatividade cruzada em testes sorologicos (10,30,34).
1.3.Variabilidade Genética do DENV

As relagbes genéticas entre esses sorotipos de DENV indicam uma
linhagem compartilhada com um ancestral comum mais recente (ACMR)
estimado em aproximadamente 1115 anos atras (35). Esses sorotipos
demonstram cerca de 70% de similaridade gendmica, indicando divergéncia
substancial ao longo do tempo (6,12,14,36). Essa complexidade genética tem
implicagbes para o desenvolvimento de vacinas e para as interacdes
epidemioldgicas entre os diferentes sorotipos.

A diferencia¢ao genética entre os sorotipos do virus da dengue (DENV-
1 a DENV-4) é marcada por divergéncias nucleotidicas superiores a 25%,
concentradas principalmente nos genes que codificam as proteinas
estruturais do envelope e prM, as quais determinam a especificidade
antigénica e a capacidade de infec¢ao (37). Tais diferengas sdo detectadas
por meio de técnicas avancadas de diagndstico molecular e sequenciamento
completo do genoma, possibilitando ndo apenas a distingdo entre os quatro
sorotipos, mas também a identificagdo das linhagens e gendtipos existentes
dentro de cada um deles, evidenciando uma complexa diversificagao evolutiva
(38,39).
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Entre os diferentes sorotipos do virus da dengue, cada um apresenta
subtipos ou gendtipos geneticamente distintos, sendo o DENV-1 classificado
em cinco gendtipos (I, 11, Ill, IV e V), o DENV-2 em seis gendtipos (asiatico |,
asiatico I, asiatico/lamericano, cosmopolita, americano e silvatico), o DENV-3
em cinco gendtipos (I, II, 11, IV e V) e o DENV-4 em quatro gendtipos (I, II, 1l
e V) (6,10,40,41). A classificagdo genotipica é fundamental para o
estabelecimento de relagdes filogenéticas e para a compreenséo da dinamica
de transmissao, introducao e dispersao viral durante os surtos de dengue.

No contexto do DENV-1, diferentes gendtipos tém sido associados a
padrdes distintos de disseminagao e impacto epidemioldgico. O gendtipo |,
inicialmente isolado na Malasia em 1968, apresenta ampla circulagdo no
Sudeste Asiatico e em partes da América do Sul, enquanto o gendtipo Il é
menos frequente e restrito principalmente a regides da Asia e do Pacifico (42—
44). O genédtipo Il tem sido amplamente detectado em epidemias na Asia e
na América do Sul, incluindo o Brasil, evidenciando elevada capacidade
adaptativa (45,46). O gendtipo IV esta frequentemente associado a surtos em
regides do Pacifico, como a Micronésia, enquanto o gendtipo V tem se
destacado nos surtos mais recentes das Américas, especialmente no Brasil e
na Colédmbia, sendo associado a rapida expansao e ao aumento do impacto
epidemiologico da doenga (47-51).

De forma semelhante, o DENV-2 destaca-se por sua expressiva
variabilidade genética e por estar frequentemente associado a epidemias de
maior gravidade. O gendtipo Asiatico/Americano tem sido amplamente
implicado em grandes epidemias nas Américas e na Asia, com evidéncias do
surgimento de novas linhagens associadas ao aumento da gravidade clinica
e da mortalidade, particularmente na América do Sul (37,52). Os gendtipos
Asiatico | e Asiatico Il circulam predominantemente no Sudeste Asiatico,
sendo o primeiro caracterizado por elevada capacidade adaptativa, enquanto
o0 segundo apresenta distribuicdo mais restrita e menor associagdo com
quadros severos (37,53-55). O gendtipo Cosmopolita apresenta ampla
distribuigo geografica, incluindo regides da Europa, Asia e América do Sul,

com elevada diversidade genética que impacta diretamente a magnitude e a
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severidade das epidemias (37,54,56). O gendtipo Americano permanece
relevante para a compreensao historica da evolugdo do DENV-2 nas
Américas, enquanto o gendtipo Silvatico, embora raramente associado a
surtos humanos, representa um potencial reservatorio viral e uma possivel
fonte de introdugao em areas previamente ndo endémicas (56,57).

A dinamica evolutiva do DENV esta diretamente relacionada a sua
diversidade genética, refletindo padrdes historicos de transmissdo e
adaptacao viral. As taxas estimadas de substituicdo de nucleotideos variam
entre os genotipos, com o DENV-2 apresentando valores entre 107 a 107
substituigdes por sitio por ano (56). Essa variabilidade genética influencia o
comportamento epidemiolégico do virus, incluindo sua interagdo com o
hospedeiro humano e o vetor mosquito, além de impactar a ligagao de
anticorpos e a eficacia da neutralizagdo imunoldgica, o que sugere respostas
imunes especificas para diferentes genétipos (58-60).

A distribuicdo geografica dos gendtipos do DENV constitui um fator
determinante da epidemiologia da dengue. O gendtipo Cosmopolita do DENV-
2, por exemplo, apresenta ampla distribuicdo global e tem substituido
linhagens mais antigas em diversas regides das Américas e da Asia,
contribuindo para a hiperendemicidade observada em algumas areas devido
a circulagao simultadnea de multiplos genétipos (61,62). Esse cenario favorece
a ocorréncia de diferentes padrées epidemioldégicos e aumenta o risco de
formas graves da doenca, especialmente em contextos em que multiplos
sorotipos e gendtipos circulam concomitantemente (63,64). Ademais, os
agrupamentos genéticos do DENV estao associados a fatores ecologicos e
epidemioldgicos especificos, influenciando a eficiéncia de transmissao entre
populagdes locais de mosquitos do género Aedes (65).

No Brasil, entre 2018 e 2024, observou-se uma flutuagao expressiva
nos casos de dengue correlacionada a atividade dos sorotipos circulantes,
configurando um cenario hiperendémico. Nesse periodo, os sorotipos DENV-
1 e DENV-2 foram frequentemente associados a casos graves, a0 mesmo
tempo em que se registrou o ressurgimento do DENV-3, especialmente com
o surgimento de novas linhagens (66—68). Destaca-se que o DENV-2,
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particularmente o gendtipo Cosmopolita, tem sido predominante em surtos
recentes, contribuindo de forma significativa para eventos epidémicos de
grande magnitude no pais (68,69).

No Distrito Federal, a vigilancia epidemiolégica e molecular tem
documentado a cocirculagao de diferentes sorotipos do virus da dengue. Ao
longo de 2023, observou-se atividade expressiva dos sorotipos DENV-1 e
DENV-2, sendo este ultimo geneticamente caracterizado em multiplos clados,
0 que evidencia sua continua evolugdo e capacidade adaptativa no cenario
local (67,68). A caracterizagdo molecular confirmou ainda a presenca de
diferentes gendtipos circulantes, indicando uma alteragao no padrao historico
de circulagao viral, com sinais de transi¢cao para maior participagdo do DENV-
3. Esse cenario estabelece bases para desafios epidemiolédgicos futuros no
Distrito Federal, especialmente no que se refere ao potencial aumento da
gravidade dos casos (70).

O conhecimento dos sorotipos e gendtipos circulantes do virus dengue,
através da analise do genoma viral, pode ajudar a determinar a origem dos
virus isolados, tracar suas vias de introducéo e deslocamento dentro de uma
regido e identificar sua procedéncia geografica. Essas informagdes servem
como marcadores epidemioldgicos precoces para a implementagdo de
medidas de controle pelas autoridades e para avaliar se os genoétipos
circulantes estdo associados a um maior risco de desenvolvimento de formas
graves da doenga (40).

A vigilancia gendbmica do virus da dengue tem evoluido de forma
significativa nas ultimas décadas, acompanhando o avango das tecnologias
de sequenciamento e a crescente complexidade epidemioldgica da doenga.
Estudos pioneiros realizados a partir da década de 90 utilizaram o
sequenciamento de fragmentos do RNA viral, especialmente de regides
codificadoras como o gene do envelope, para identificar subtipos e genétipos
dentro de um mesmo sorotipo, evidenciando a evolugdo molecular do DENV
e sua associagao com diferencas na viruléncia e no impacto clinico (41,71,72).
Esses avangos permitiram o estabelecimento de relagdes filogenéticas entre

amostras virais, contribuindo para a compreenséo das rotas de introducao,
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dispersao e persisténcia de linhagens ao longo do tempo, além de revelar a
circulagao silenciosa de variantes antes da detecgéo de surtos clinicos (73—
75).

Com a incorporagdo das tecnologias de sequenciamento de nova
geracao (NGS), a vigilancia genémica passou a oferecer uma analise mais
abrangente e detalhada do genoma viral, possibilitando estudos filodinamicos
e filogeograficos em larga escala. Plataformas de alto rendimento permitiram
a geragdo de genomas completos ou quase completos, ampliando a
capacidade de monitorar eventos de substituicado genotipica, emergéncia de
novas linhagens e padroes de transmissao viral (74,76). Nesse contexto, o
sequenciamento portatii por nanoporos, como a plataforma MinlION
desenvolvida pela Oxford Nanopore Technologies, representou um marco ao
viabilizar o sequenciamento em tempo real e em ambientes descentralizados,
tornando-se especialmente valioso para estudos de campo, vigilancia
epidemiologica gendmica e investigagado de variantes genéticas do DENV em
diferentes regides do Brasil e do mundo (77-79). A integragdo dessas
tecnologias com ferramentas bioinformaticas e dados epidemiolégicos
consolidou a vigilancia gendmica como um componente essencial para a
compreensao da dindmica evolutiva do DENV e para o fortalecimento das

estratégias de monitoramento, prevencao e controle da dengue (80).
1.4.Dados Epidemiolégicos

A incidéncia global de casos de dengue apresentou crescimento
expressivo nos ultimos anos, com mais de 11 milhdes de casos suspeitos
notificados entre janeiro e agosto de 2024, o que representa um aumento de
233% em relacdo ao mesmo periodo de 2023 e de 416% quando comparado
a média dos ultimos cinco anos. Nesse cenario, o Brasil destaca-se como um
dos paises com o maior numero de casos suspeitos notificados, sendo
considerado uma das principais areas de ocorréncia da dengue (1,3).

Em relagao a prevaléncia, o DENV-2 foi o sorotipo de maior presenca

nas Ameéricas durante varios surtos, classificado epidemiologicamente como
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0 mais significativo em todo o mundo, seguido por DENV-3, DENV-1 e DENV-
4 (81,82).

Em 2022, foram registrados no Brasil 1.450.270 casos provaveis de
dengue, correspondendo a uma taxa de incidéncia de 679,9 casos por 100 mil
habitantes (Figura 3). Esse numero representa uma redugdo de 6,2% em
relagcdo a 2019; entretanto, quando comparado a 2021, observa-se um
aumento expressivo de 162,5% (83). Ja em 2024, no periodo de 31/12/2023
a 29/06/2024, foram notificados 6.215.201 casos provaveis de dengue no
pais, com coeficiente de incidéncia de 3.060,7 casos por 100 mil habitantes.
Esse quantitativo corresponde a um aumento de 344,5% em relagdo ao
mesmo periodo do ano anterior, que registrou 1.398.318 casos provaveis e

incidéncia de 688,6 casos por 100 mil habitantes (84).
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Figura 3: Série histérica de casos provaveis, sorotipos e 6bitos por dengue, Chikungunya e
Zika — Brasil, 1986 a 2024. Fonte: Ministério da Saude, Boletim Epidemioldgico —
Monitoramento das arboviroses 2024.

A nivel regional, o Distrito Federal, no ano de 2022, foram registrados
69.645 casos provaveis de dengue, o que representa um acréscimo de
312,4% no numero de casos provaveis da doenca em comparagao com o

mesmo periodo de 2021, sendo o DENV-1 o sorotipo em circulagao . A dengue
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possui um comportamento sazonal no DF ocorrendo, principalmente, entre os
meses de outubro a maio (85). Na Figura 4 é possivel avaliar a curva de casos
provaveis de dengue por semana epidemiolégica (SE) no ano de 2023 e até
a SE 52 de 2024 no DF (86). O Distrito Federal, no ano de 2023, foram
notificados 40.934 casos provaveis de dengue, uma reducao de 45,4% no
numero de casos provaveis de dengue se comparado ao mesmo periodo de
2022 (87).
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Fonte: SINAN Online. Dados extraidos em 30/12/2024 as 10:41, sujeitos a alteragtes.
Figura 4: Curva do niumero de casos provaveis de dengue por SE de inicio de sintomas no

DF, 2023 e 2024. Fonte: Secretaria de Saude do Distrito Federal, Boletim Epidemiologico —
Monitoramento dos casos de dengue, febre de Chikungunya, doenca aguda pelo virus Zika e
febre amarela até a Semana Epidemioldgica 52 de 2024, no Distrito Federal.

No DF no periodo de 31/12/2023 a 20/07/2024, foram notificados
310.144 casos suspeitos de dengue, dos quais 279.242 eram provaveis. Isso
representa um aumento de mais de 1000% se comparado com 0 mesmo
periodo do ano anterior. O ano de 2024 registrou a maior epidemia de dengue
dos ultimos anos, sendo observada uma predominéncia do sorotipo 2,
enquanto na epidemia que ocorreu no ano de 2023, foi o sorotipo 1 (88). Em
todo o ano de 2025 foram notificados cerca de 25 mil casos suspeitos de
dengue no DF dos quais 12.082 eram provaveis, uma redugdo de

aproximadamente 96% no numero de casos provaveis de dengue em
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residentes no DF se comparado ao mesmo periodo de 2024, conforme

observado na Figura 5 (89).
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Figura 5: Curva do niumero de casos provaveis de dengue por SE de inicio de sintomas no
DF, 2024 e 2025. Fonte: Secretaria de Saude do Distrito Federal, Boletim Epidemioldgico -
Monitoramento dos casos de dengue até a Semana Epidemioldgica 53 de 2025 no Distrito
Federal

A continua evolugdo dos gendtipos do virus da dengue no Brasil
evidencia a necessidade de estruturas robustas de epidemiologia molecular
integradas aos sistemas de vigildncia em saude. A compreensdo das
mutagdes genéticas e de suas implicagdes epidemiologicas permite rastrear
rotas de introducéao e disseminacéo viral durante epidemias, além de subsidiar
a antecipacgéao de surtos futuros. A interagdo entre forgas evolutivas, como a
selegdo natural, a diversidade imunoldgica da populagdo e as mudangas
ambientais, acrescenta complexidade a dinamica de transmissao do DENV.
Nesse contexto, a diversidade genética dos sorotipos do virus da dengue
exerce impacto direto tanto sobre a patogénese da doenga quanto sobre os
padrdes epidemioldgicos observados, especialmente em regides como o
Brasil, onde multiplos fatores favorecem a ocorréncia recorrente de
epidemias.

Portanto, considerando a relevancia global e local da dengue, sua

complexa dindmica viral, marcada pela circulagdo simultdnea de multiplos
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sorotipos e gendtipos com diferentes implicagbes epidemioldgicas e clinicas,
e a observacado de flutuagbes e picos epidémicos significativos, como o
registrado no Distrito Federal em 2024, torna-se imperativa a vigilancia
gendmica continua. Diante disso, a caracterizagdo molecular de amostras do
virus dengue circulantes no Distrito Federal, visa identificar os sorotipos e
genotipos predominantes e contribuir para a compreensao da dinamica de
transmissdo e evolugdo viral na regido, dados essenciais para o

aprimoramento das estratégias de controle e enfrentamento dessa arbovirose.
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2. JUSTIFICATIVA

A analise filogenética do virus da dengue durante as epidemias de 2022
e 2024 no Distrito Federal é essencial para aprimorar a compreensao da
doenca. Esse estudo permite rastrear a evolugdo das linhagens virais,
identificando variagdes genéticas do virus presentes durante os surtos, o que
ajuda a entender como o virus evolui e se adapta ao longo do tempo.
Compreender essas mudangas genéticas pode revelar informagdes sobre a
viruléncia e o potencial de transmisséo dos diferentes sorotipos e gendtipos,
oferecendo insights importantes sobre o impacto das epidemias na saude

publica.
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3. OBJETIVOS
3.1.Objetivo Geral

Detectar sorotipos e analisar as relagdes filogenéticas de DENV em

amostras clinicas coletadas nos anos de 2022 e 2024.
3.2.Objetivos Especificos

e Detectar os sorotipos de dengue por RT-PCR em tempo real;

e Amplificar e realizar o sequenciamento dos virus da dengue
identificados no Distrito Federal no periodo estudado utilizando a
plataforma de sequenciamento MinlON (Oxford Nanopore®);

e Realizar a analise filogenética dos sorotipos circulantes

e Comparar os sorotipos circulantes nas epidemias de 2022 e 2024.



33

4. METODOS
4.1.Coleta das Amostras

4.1.1. Amostras da Epidemia de 2022

As amostras da epidemia de 2022 foram coletadas de usuarios do
SUS residentes na Regiao Administrativa XXV SCIA/Estrutural, que
buscaram atendimento em saude na UBS Vila Estrutural com manifestagao
febril aguda ou com referéncia a quadro febril agudo nos trés dias anteriores,
acompanhado por, pelo menos dois dos sinais/sintomas relacionados a
infeccbes virais (por exemplo: dor de cabeca, mialgia, astenia, vémito,
nauseas, diarreia, artralgia, entre outros). As amostras foram coletadas apods
apresentacao do Termo de Consentimento livre e Esclarecido (TCLE) e seu
aceite pelos pacientes. Destaca-se que o projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa em seres humanos, sob numero C.AA.E
39866620.4.0000.5558.

ApOs as coletas, as amostras foram encaminhadas, em temperatura
controlada, para o Laboratério de Diagndstico Molecular do Hospital
Universitario de Brasilia (LDM-HUB), e 13, foram extraidas amostras de RNA
viral e em seguida, armazenadas em freezer a -80°C até o momento das

analises.
4.1.2. Amostras da Epidemia de 2024

As amostras da epidemia de 2024, foram obtidas diretamente com o
Laboratério Central de Saude Publica do Distrito Federal (LACEN-DF), que
disponibilizou um conjunto randomizado de amostras positivas para dengue
que foram utilizadas para fins diagnéstico. As amostras foram encaminhadas,
em temperatura controlada, para o LDM-HUB, e armazenadas em freezer a

-80°C até o momento das analises.
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4.2.Extragao do RNA

Para a extracao do RNA viral, foi utilizado o kit Extracta® Kit Fast - DNA
e RNA viral (MVXA-P016 FAST Loccus™), e a plataforma de extragéo
automatizada EXTRACTA® 32 (Loccus™), seguindo as instru¢gées do
fabricante. As amostras foram armazenadas em freezer -80 °C até o momento
dos ensaios para determinagao de sorotipos e realizagao do protocolo para o

sequenciamento do genoma viral.
4.3.Determinacgao do Sorotipo por RT-PCR em Tempo Real

Apos extragdo do RNA viral, foram realizados os ensaios para a
deteccdo do sorotipo do virus dengue (sorotipos 1,2,3 e 4), por meio de
Reacdo em Cadeia de Polimerase com transcriptase reversa em tempo real
(RT-PCR em tempo real). Para o teste utilizou-se o kit ZDC Biomol (Zika,
Dengue e Chikungunya), desenvolvido pelo Instituto de Biologia Molecular
do Parana (IBMP), seguindo as instrugdes do fabricante.

O volume final da reacao foi de 20 L, os quais eram 10,5 yuL do master
mix preparado e 9,5 pyL do RNA extraido da amostra. O mix foi preparado
adicionando os seguintes reagentes: Mix para PCR, conjunto de iniciadores
especificos, conjunto de sondas especificas, enzima transcriptase reversa e
agua RNAse free, conforme descrito na Tabela 1. Os volumes dos reagentes
foram ajustados de acordo com o numero de reagdes realizadas. As reagdes
foram conduzidas em placas de PCR de 96 pogos, organizadas
separadamente para cada alvo analisado, incluindo dois pogos destinados

aos controles positivo e negativo.

Tabela 1 - Calculo para preparo do master mix utilizado para amostras de soro

Reagentes 1 reacgao (uL) 96 reacoes (pL)
Mistura PCR 6,66 639,36
Iniciadores 2 192
Sonda 1 96
Enzima RT 0,5 48
Agua RNAse free 0,34 32,64

Nota: Foi necessario adaptar o valor utilizado de agua RNAse free para que se pudesse
utilizar um volume maior de amostra, sem que houvesse prejuizo na reagéo.
Fonte: Instrugdes de uso — KIT BIOMOL ZDC.
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Foi utilizada a plataforma de PCR em tempo real QuantStudio™ 5
(Applied Byosystems®) para a execugdo dos testes, seguindo as
recomendagdes de composi¢cédo da reagao e ciclagem recomendadas no kit

diagnostico citado (ZDC Biomol).
4.4.Protocolo de Sequenciamento do Virus da Dengue

O protocolo para o sequenciamento foi realizado nas seguintes etapas:
Reacao de transcriptase reversa (RT); Amplificacdo da regido gendmica de
interesse por Multiplex Tiling PCR; Purificagdo e quantificagdo da biblioteca;
Preparo da biblioteca, seguindo o protocolo especifico para a plataforma

MinlON; Carregamento da biblioteca na plataforma MinION.

4.5.Reacao de RT-PCR para Formagao de cDNA

Previamente a reacdo de RT-PCR (Reagao de Polimerase em cadeia
com Transcriptase Reversa), foi feita a desnaturagao do RNA na presenca de
Random Primers (Promega®) ou dos primers especificos para o
sequenciamento. A reacao de desnaturagao (65°C por 5 minutos e imediato
acondicionamento em gelo) foi feita utilizando 6uL do RNA extraido das
amostras e 1uL de random primers, para dengue 1, ou pool de primers
especificos para dengue 2, ambos diluidos 1:2 com agua RNAse free.

O mix para a reagao de RT-PCR foi feito com base nas recomendacgdes
do kit M-MLV Reverse Transcriptase, RNase H Minus (Promega®), e contou
com os seguintes reagentes: MLV-RT 5X Buffer (Promega®); Mix de dNTP
Solution (Amersham™ Cytiva) preparado previamente e a uma concentragao
de 10mM de cada; Enzima MLV-RT (Promega®); e agua RNAse free.

O volume final de reagao foi de 20uL, com a proporgao de amostra e
reagentes descrita na Tabela 2. Foi utilizado o termociclador 2720 Termal
Cycler™ (Applied Biosystems®), onde as amostras foram aquecidas a
seguindo a programacao de ciclagem descrito adiante: 25°C por 5 minutos,
50°C por 50 minutos e 80°C por 10 minutos. As reacdes foram armazenadas

em geladeira com temperaturas variando de 3 a 8°C.
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Tabela 2 - Valores de referéncia para o calculo de preparo de mix para reagado de RT-PCR

Reagentes Volume (pL) a 1 Reagao
MLV-RT 5X Buffer 4

dntp [10mM cada] 1

MLV-RT Enzima 1

Agua RNAse free 7

RNA 7

Total 20

Fonte: Informagbes de uso — Kit M-MLV Reverse Transcriptase, RNAse H Minus
(Promega®).

4.6. Amplificagao de Biblioteca de Sequenciamento

4.6.1. Primers

Os primers utilizados para o sequenciamento foram sintetizados pela
empresa Exxtend, e as sequéncias utilizadas vieram do conjunto de primers
especificos projetados pelo projeto CADDE (Centro Brasil-Reino Unido para
Descoberta, Diagnéstico, Gendmica e Epidemiologia (Arbo)virus) para o
sequenciamento dos genomas completos de DENV. Para o sequenciamento
parcial do genoma de DENV foram selecionados primers para amplificacdo do
locus genémico de posicao 134::4241 de DENV-1 (RefSeq NC_001477) e de
posicao 85::4420 de DENV-2 (RefSeq NC_001474.2).

Para fazer a analise de identidade dos primers com a sequéncia de
referéncia, foi utilizado a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) hospedada no NCBI (https:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A

ferramenta BLASTn encontra regides de similaridade local entre sequéncias

biolégicas (81). Os primers utilizados e a sequéncia de cada um estédo
descritos nas Tabelas 3 e 4, para dengue 1 e 2, respectivamente.

A diviséo do conjunto de primers em pools se da devido a utilizacdo da
técnica Multiplex Tiling PCR, uma variagdo da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) que utiliza multiplos pares de primers para a criagédo de

amplicons sobrepostos com o objetivo de cobrirem toda a regido gendmica de


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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interesse. O mapa visual dos primers estdo nas Figuras 6 e 7, para dengue 1

e 2, respectivamente.

Tabela 3 - Primers utilizados para o sequenciamento de DENV-1

Posicao Posicao

ORAN . . ldentidade
inicial Final

Primer Sequéncia (5°-3’)

DENV1_1_LEFT AATATGCTGAAACGCGCGAGAA 134 155 100%
DENV1_1_RIGHT CCGTCTTCAAGAGTTCAATGTCCA 1056 1079 100%
DENV1_2_LEFT ACCCAGGATTCACGGTGATAGC 825 846 100%
DENV1_2_RIGHT  ACCAGCAAATCTTGTCTGTTCCA 1625 1647 91%
DENV1_3_LEFT GGAAATACAGCTGACCGACTACG 1447 1469 96%
DENV1_3_RIGHT ACTGCAATGCACGTCATCGAAA 2358 2379 91%
DENV1_4_LEFT CAAGAAAGGAAGCAGCATAGGGA 2110 2132 100%
DENV1_4_RIGHT TTGATGGCAGCTGACATTAGCC 2964 2985 100%
DENV1_5_LEFT TGGAACATTTGGGAAGTTGAGGAC 2867 2890 96%
DENV1_5_RIGHT  ACTTCTCTGGATGTTAGTCTGCG 3755 3777 91%
DENV1_6_LEFT TGGATGAACATTGTGGAAATCGAGG 3279 3303 100%

DENV1_6_RIGHT GCATGCCTCCAGCTATTAGTGG 4220 4241 100%

* De acordo com a Sequéncia de Referéncia no NCBI: NC_001477.1

Nota: Em vermelho s&o os nucleotideos que ndo apresentam identidade com a sequéncia
de referéncia.

Fonte: Autoria Propria.

1 700 1400 2100 2800 3500 4500

— — \
DENV1_1 DENV1_3 LpEnvi_s
L [
LDENV1_2 LDENV1_5

LDENVI_4

Dengue virus 1 (NC_001477.1)

Figura 6: Mapa visual de amplicons do sequenciamento do DENV-1. De acordo com a
Sequéncia de Referéncia no NCBI: NC_001477.1. Fonte: Imagem de autoria propria gerada
pelo programa VectorBee (versdo 2.1.1081, 2025) (65).



38

Tabela 4 - Primers utilizados para o sequenciamento de DENV-2
R Posig¢ao Posigao
Primer Sequéncia (5’-3’) Identidade
inicial* Final*

DENV2_ 1 LEFT AGCAGATCTCTGATGAATAACCAACG 85 110 100%
DENV2_ 1 RIGHT  TTTTTGCCATCGTCGTCACACA 1024 1045 100%
DENV2 2 LEFT TCGCTCCTTCAATGACAATGCG 920 941 95%
DENV2 2 RIGHT = CCATTCTCAGCCTGCACTTGAG 1783 1804 100%

DENV2_3_LEFT  ACATTGGTCACTTTCAAAAATCCCC 1642 1666 100%
DENV2_3 RIGHT TGAAGGGGATTCTGGTTGGAACT 2519 2541 100%
DENV2_4 LEFT ATAGTGGTTGCGTTGTGAGCTG 2423 2444 100%
DENV2_ 4 RIGHT  CGGCAGCACCATTCTGTTATGA 3341 3362 100%
DENV2 5 LEFT TCATGCAGGCAGGAAAACGATC 2708 2729 100%
DENV2 5 RIGHT = TCTCAAGAGTAGTCCAGCTGCA 3738 3759 100%

DENV2_ 6 _LEFT TGGAAATCAGACCATTGAAAGAGAAAGA 3419 3446 96%

DENV2_6_RIGHT TGGTCAGTGTTTGTTCTTCCTCTT 4397 4420 100%

* De acordo com a Sequéncia de Referéncia no NCBI: NC_001474.2.

Nota: Em vermelho sdo os nucleotideos que nido apresentam identidade com a sequéncia
de referéncia.

Fonte: Autoria Propria.

1 700 1400 2100 2800 3500 4500
E DENV2 1 E DENV2 3 E DENV2_5
I

I
LDENVZ_2 LDENVZ_4 LDENVZ2_6

Dengue virus 2 (NC_001474.2)
Figura 7: Mapa visual de amplicons do sequenciamento do DENV-2. De acordo com a

Sequéncia de Referéncia no NCBI: NC_001474.2. Fonte: Imagem de autoria propria gerada
pelo programa VectorBee (versado 2.1.1081, 2025) (90).
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4.6.1.1. Preparo do Pool de Primers

Cada primer liofilizado foi reconstituido em solugao para concentracéo
estoque de 200uM. Pools de primers (A e B) (Tabela 5) foram preparados

para concentracdo de 10uM.

Tabela 5 - Pool de primers A e B utilizados para Dengue 1 e 2

Dengue 1 Dengue 2
Pool A Pool B Pool A Pool B
Primers 1 (F,R) Primers2 (F,R) Primers1(F,R) Primers 2 (F, R)
Primers 3 (F,R) Primers4 (F, R) Primers 3 (F, R) Primers 4 (F, R)
Primers 5 (F,R) Primers 6 (F, R) Primers 5 (F, R) Primers 6 (F, R)

Fonte: Autoria Propria.

4.6.2. PCR Multiplex TILING

A técnica de Multiplex Tiling PCR é uma variagao da reagdo de PCR
que tem a finalidade sintetizar amplicons com regides sobrepostas como
demostrado nas Figuras 6 e 7. As reagdes de pool A e B foram feitas
separadamente para Dengue 1 e para Dengue 2.

Amplificacbes das amostras foram confirmadas em eletroforese em gel
de agarose seguida de inspecao visual com transiluminagdo com luz UV

(Diamond™ Nucleic Acid Dye, Promega®).

4.6.2.1. Dengue 1

As reagoes de Multiplex Tiling PCR para Dengue 1 (com pool de
primers A ou B) foram testadas em 2 misturas de reacgao diferentes (mix 1 e
2) devido a variagdo na concentragdo de primers testada (Tabela 6) . As
misturas de reagdes seguiram as recomendacgdes do kit de amplificacdo Taq
DNA Polimerase™ (Sigma-Aldrich®), e contou com os seguintes reagentes:
10X Buffer + MyCl, (Sigma-Aldrich®); Mix de dNTP Solution (Amersham™
Cytiva) preparado previamente e a uma concentracdo de 10mM de cada;

Enzima Taq DNA Polimerase ™(Sigma-Aldrich®); Pool de primers (A ou B) a
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uma concentracdo de 10mM cada (Exxtend), e agua RNAse free.
As variagbes nos valores de primers utilizados nas reagdes entre os

pools A e B, foram feitas como estratégia para otimizagao dos resultados.

Tabela 6 - Valores de referéncia para preparo de mix de reagdo Multiplex Tiling PCR para

DENV-1
MIX 1 MIX 2

Reagentes

1 Reagéo (pL) 1 Reagao (pL)
Tamp&o 10X Buffer + MgCla 4 4
Mix dNTP 0,8 0,8
Taq DNA Polimerase 0,4 0,4
Pool de primers (A ou B) 1,0 2,4
Agua RNAse free 29,8 28,4
Total 36 36

Fonte: Informagbes de uso — Kit Taq DNA Polimerase™ (Sigma-Aldrich®).

As reacdes de amplificagao foram realizadas em termociclador 2720
Termal Cycler™ (Applied Biosystems®), e os parametros da termociclagem
estdo descritos na Tabela 7. Apdos a termociclagem as amostras foram
armazenadas na geladeira com temperaturas variando de 3 a 8°C até o
momento da confirmagdo de amplificagcdo por ensaio de eletroforese em gel

de agarose a 1,5%.

Tabela 7 - Pardmetros de termociclagem da reacao Multiplex Tiling PCR para DENV-1

Ciclos Temperatura (°C) Tempo
1x 94 °C 30 seg
94 °C 1 min
30x 55 °C 1 min
72 °C 1 min 30seg
1x 72°C 5 min
1x 20 °C 00

Fonte: Informagbes de uso — Kit Taq DNA Polimerase™ (Sigma-Aldrich®).
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4.6.2.2. Dengue 2

As reagdes de Multiplex Tiling PCR para Dengue 2 foram testadas em
2 misturas de reagao diferentes (mix 1 e 2) devido a variagdo na concentragao
de primers testada (Tabela 8). Ambos os mix foram feitos seguindo as
recomendagdes do kit de amplificagao Pfu DNA Polimerase™ (Promega®), e
contou com os seguintes reagentes: 10X Buffer + MgSO4 (Promega®); Mix de
dNTP Solution (Amersham™ Cytiva) preparado previamente e a uma
concentracéo de 10mM de cada; Enzima Pfu DNA Polimerase ™(Promega®);
Pool de primers (A ou B) a uma concentracdo de 10mM cada (Exxtend), e
agua RNAse free.

As variacdes nos valores de primers utilizados nas reacdes entre os
pools A e B, foram feitas como estratégia para otimizagcdo dos resultados.
Amostras testas com o Mix 1 e que nao apresentavam amplificacdo, eram

entdo testas com o Mix 2, e vice-versa.

Tabela 8 - Valores de referéncia para preparo de mix de reagdo Multiplex Tiling PCR para

DENV-2
Reagentes X1 mix 2
1 Reagao (pL) 1 Reagao (pL)
Tampao 10X Buffer + MgCl2 2,5 2,5
Mix dNTP 0,5 0,5
Pfu DNA Polimerase 0,75 0,75
Pool de primers (A ou B) 1,0 2
Agua RNAse free 17,75 16,75
Total 22,5 22,5

Fonte: Informacdes de uso — Kit Pfu DNA Polimerase™ (Promega®).

Foi utilizado o termociclador 2720 Termal Cycler™ (Applied
Biosystems®), e os parametros da termociclagem estdo descritos na Tabela
9. Apds a termociclagem as amostras foram armazenadas na geladeira com
temperaturas variando de 3 a 8°C até o momento da confirmagdo de

amplificagdo por ensaio de eletroforese em gel de agarose como ja descrito.
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Tabela 9 - Parametros de termociclagem da reagédo Multiplex Tiling PCR para DENV-2

Ciclos Temperatura (°C) Tempo
1x 95 °C 1 min
95 °C 45 seg
30x 55°C 1 min
73°C 4 min
1Xx 73 °C 5 min
1Xx 4°C o0

Fonte: Informagdes de uso — Kit Pfu DNA Polimerase™ (Promega®).

4.7.Purificagao e Quantificagao da Biblioteca de Sequenciamento

Bibliotecas de sequenciamento foram purificadas utilizando o sistema
de cromatografia em microcolunas de silica/celulose como fase estacionaria
(ReliaPrep™ DNA Clean-Up and Concentration System A2893; Promega®),
de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Ap0s a purificacao, foi feita a quantificagado da biblioteca, por meio da
plataforma de Espectrofotbmetro NanoDrop™ One UV/VIS (Thermo
Scientific™), seguindo as recomendacgdes de uso do equipamento. O nivel de
pureza medido pelo parametro de absorbancia A260/A280 e quantidade de
dsDNA em ng/uL foram registrados em ata. Por fim, as amostras foram
armazenadas em freezer -80°C até o momento de preparo da biblioteca de

DNA para o sequenciamento.

4.8.Preparo e Carregamento da Biblioteca

O sequenciamento foi realizado em plataforma de sequenciamento de
nova geragao (NSG) MinlON™ Mk1D (Oxford Nanopore Technologies®). O
preparo da biblioteca para o sequenciamento utilizou-se do kit Rapid
Sequencing gDNA - Barcoding™ (SQK-RBK110.96) Oxford Nanopore
Technology® e kit Rapid Sequencing DNA V14 - Barcoding™ (SQK-
RBK114.96) Oxford Nanopore Technology®, para dengue 1 e dengue 2,
respectivamente, seguindo as instrugdes do fabricante, com pequenas

adaptagdes pontuais. O carregamento da biblioteca foi feito em flow cells FLO-
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MIN114™  seguindo as instrug¢des fornecidas pelo fabricante.

Apds a execugdo do sequenciamento, os dados das leituras foram
entdo analisados na plataforma Epi2me Desktop (Nanoporetech™) para
montagem da sequéncia consenso, utilizando o fluxo de trabalho para analise
de dados de sequenciamento de amplicons haploide, wf-amplicon (91), e
aplicando parametros de qualidade padrdo do programa, apenas com

alteragdes pontuais para otimizar os resultados.

4.9. Analise dos Dados

4.9.1. Analise Filogenética e Construgao do Dendrograma

A genotipagem de DENV foi realizada com o software Genome
Detective (Dengue Typing Tool, versdes 2.104 e 4.4) (92), e informacdes
sobre o agrupamento de sequéncias e validagdo de genotipagem foram
obtidas por meio de analise de alinhamento local realizado pelo BLASTn.

As analises filogenéticas foram conduzidas por meio do pipeline do
NextClade, sem a necessidade de alinhamento ou recorte manual prévio das
sequéncias, uma vez que o0 posicionamento filogenético é realizado
automaticamente a partir do alinhamento a sequéncia de referéncia e da
insercao das amostras em uma arvore filogenética de referéncia previamente
construida, utilizando um conjunto de dados de referéncia composto por
genomas globais representativos da diversidade genética viral, baseado em
uma sequéncia gendmica prototipo.

A arvore filogenética de referéncia utilizada pelo NextClade foi
previamente inferida por meio do algoritmo IQ-TREE, sob o critério de maxima
verossimilhanga (Maximum Likelihood) (93), com o modelo de substituicao de
nucleotideos selecionado automaticamente pelo ModelFinder, visando ao
melhor ajuste aos dados. As sequéncias sob anadlise foram alinhadas a
sequéncia de referéncia primaria por meio de alinhamento multiplo e,
posteriormente, posicionadas na filogenia de referéncia sem rearranjo da
topologia previamente inferida. O posicionamento filogenético foi determinado

pela identificagdo do ramo que maximiza a similaridade de mutacdes
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compartilhadas, considerando exclusivamente os sitios informativos
presentes nas sequéncias sob consulta. Sitios sem cobertura nas sequéncias
parciais foram tratados como dados ausentes, de modo a minimizar a

penalizagao no calculo das distancias filogenéticas.

5. RESULTADOS

Foram analisadas, ao todo, 94 amostras clinicas positivas para o virus
da dengue (DENV), sendo 41 amostras provenientes da epidemia de 2022 e
53 amostras da epidemia de 2024, todas oriundas do Distrito Federal (DF). A
determinacao do sorotipo por RT-PCR em tempo real confirmou a positividade
das amostras, com excecao de duas amostras de 2024, que nao amplificaram
para DENV.

No ano de 2022, observou-se predominancia do sorotipo DENV-1,
identificado em 40 das 41 amostras analisadas (97,6%), enquanto apenas
uma amostra foi classificada como DENV-2 (2,4%). Em contraste, no ano de
2024, foi evidenciada uma cocirculagéo entre os sorotipos DENV-1 e DENV-
2, com 22 amostras positivas para DENV-1 (41,5%) e 29 para DENV-2
(54,7%), caracterizando uma mudanga no perfil de circulagao viral no Distrito
Federal.

As amostras positivas para DENV-1 e DENV-2 foram submetidas ao
protocolo de amplificagdo por Multiplex Tiling PCR. Das 62 amostras de
DENV-1, 36 apresentaram amplificagao satisfatoria (=58%), enquanto, entre
as 30 amostras de DENV-2, 25 apresentaram amplificacdo (=83%). As
amostras amplificadas seguiram para o preparo das bibliotecas e
sequenciamento na plataforma MinION.

Os resultados obtidos nos sequenciamentos das 36 bibliotecas de
DENV-1 e 25 de DENV-2, foram entdo analisados no programa Epi2me
utilizando o fluxo de trabalho para analise de dados wf-amplicon e para
montagem da sequéncia consenso. Um exemplo do output (resultados
gerados) pelo programa esta no Apéndice A — Exemplo do Resultado Gerado

pelo Epi2me. Trés amostras de DENV-1 ndo apresentaram leituras suficientes
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para a geracao de consenso. As amostras de DENV-1 apresentaram
qualidade média (Qscore ) de aproximadamente 7,0 £ 0,32, com baixa
profundidade meédia de cobertura e numero reduzido de leituras. Em
contraste, as amostras de DENV-2 exibiram desempenho superior, com
Qscore médio de aproximadamente 14,0 + 0,47 e profundidades médias de
cobertura frequentemente superiores a 1.000x. Os parametros detalhados de

qualidade do sequenciamento estdo descritos nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10 - ParAmetros de qualidade do sequenciamento de DENV-1

Numero . Qualidade Tan'!ar_iho
ID Ano da Barcode de Profur)d!dade Média Médio
Amostra Amostra Reads Média (Qscore ) dos
Reads
2587 2022 1 69 19,6 7,1 4131
2612 2022 2 201 16 7 453,3
2627 2022 3 169 40,5 7 450,3
2628 2022 4 54 8,1 7,2 447,3
2646 2022 5 244 39 7 419
2528 2022 6 261 59 7.1 425,2
2676 2022 7 314 56,3 7,1 452,6
2692 2022 8 45 6,3 7 437,2
2696 2022 9 70 17,8 7,2 4517
2699 2022 10 57 3,7 7 4211
2711 2022 11 94 20,3 7.4 428,6
2721 2022 12 59 13,4 7,7 397,9
2739 2022 13 240 0,4 7,7 4489
2748 2022 14 154 3,5 7,2 450,7
2768 2022 15 127 15 6,9 430,5
2780 2022 16 40 9,1 7,3 461,4
2793 2022 17 16 3,7 6,3 378,2
2810 2022 18 34 7,8 7,6 410,9
2812 2022 19 165 37,3 7,2 4244
2848 2022 20 49 8,1 7,2 388,6
2851 2022 21 38 4,7 7,1 4513
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Tabela 10 — Continuagao

Numero . Qualidade Tam'ar_1ho

ID Ano da Profundidade - Médio
Amostra Amostra Barcode R:: ds Média (Q“gizlfe) dos
Reads

1 2024 22 26 6,6 6,3 398,8
3 2024 23 32 8,8 7,2 389,2
4 2024 24 57 16,5 6,8 4521
7 2024 25 135 26,6 6,7 4411
10 2024 26 638 1,3 6,7 4428
11 2024 27 113 214 7,2 433,9
12 2024 28 80 15,4 7,2 419
14 2024 29 34 6 7,3 395,4
16 2024 30 725 45 7,1 460,3
21 2024 31 110 26,5 7,3 439,8
25 2024 32 40 9,4 6,7 400,8
26 2024 33 76 20,7 6,8 429,3
28 2024 34 52 12,5 7 459,7
39 2024 35 182 44,8 7,6 451,9
51 2024 36 10 1,8 6,6 433,8

Fonte: Dados do sequenciamento fornecidos pelo programa Epi2me. Autoria propria.

Tabela 11 - Parametros de qualidade do sequenciamento de DENV-2

Numero Qualidade Tamanho
ID Ano da Profundidade . g Médio
Barcode de . g Média

Amostra Amostra Reads Média (@score ) dos
Reads

2 2024 1 30976 2608 14,8 418,2
5 2024 2 22959 2710,8 14,6 379
8 2024 3 11558 646,8 14,7 343
13 2024 4 19995 4821,7 15,7 703,7
15 2024 5 24992 900,5 13,9 409,1
18 2024 6 75224 21241 14,1 348,5
19 2024 7 19998 6943,8 15,7 7421
20 2024 8 5767 1132,5 14,1 378,7
24 2024 9 18149 5084,3 14,5 426,9
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Tabela 11 — Continuagao

Numero . Qualidade Tam'ar_1ho

ID Ano da Profundidade - Médio
Amostra Amostra Barcode R:: ds Média (Q“gizlfe) dos
Reads

29 2024 10 34570 5883,1 14,4 374,2
32 2024 11 21340 4317,8 14,7 4544
34 2024 12 4918 1597,2 14,7 396,4
35 2024 13 14537 4198,9 14,6 417,7
37 2024 14 11537 3213,6 14,6 3771
38 2024 15 18006 1377,9 14,3 402,5
40 2024 16 21604 72242 14,5 403,3
42 2024 17 19997 6997,9 15,9 761,1
43 2024 18 34949 3281,5 14,5 400,5
44 2024 19 15266 4650,1 14,5 437,2
45 2024 20 8532 212,9 14,9 231,8
46 2024 21 65691 37249 14,6 395,7
47 2024 22 15563 299,6 14,4 235,3
48 2024 23 16690 4671,8 14,6 427
49 2024 24 22733 2066,1 14,5 357,3
52 2024 25 15601 2000,2 14,2 412

Fonte: Dados do sequenciamento fornecidos pelo programa Epi2me. Autoria prépria.

Na analise de genotipagem, todas as sequéncias de DENV-1,
provenientes das epidemias de 2022 e 2024 no Distrito Federal, foram
classificadas como pertencentes ao Gendtipo V. A anadlise de similaridade
indicou elevada identidade com sequéncias previamente descritas no Brasil e
em outros paises das Américas (Tabela 12).

As sequéncias de DENV-2, todas oriundas da epidemia de 2024 no
Distrito Federal, foram classificadas como pertencentes ao Genétipo |l
(Cosmopolita), sublinhagem II_F.1.1.2. A analise por BLASTn revelou alta
similaridade genética com sequéncias recentemente depositadas no banco de
dados, provenientes principalmente de outros estados brasileiros e de

contextos internacionais (Tabela 13).
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Tabela 12 - Tabela de Resultados de Genotipagem e Analise de Alinhamento Local (BLASTn) para DENV-1

ID da Amostra

Ano da
Amostra

Teste Molecular
(Sorotipagem)

Gendtipo Referéncia

Sequéncia de

Regiao de origem
das sequéncias
similares (BLASTn)

Sequéncias de maior
similaridade (BLASTn)

2587

2612

2628

2646

2692

2696

2699

2022

2022

2022

2022

2022

2022

2022

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

\Y NC_001477.1

\Y NC_001477.1

\Y NC_001477.1

\Y NC_001477.1

\Y NC_001477.1

\Y NC_001477.1

\Y NC_001477.1

Sudeste + Nordeste

Centro-Oeste

Nordeste + Centro-Oeste

Sudeste + Nordeste

Sudeste

Sudeste + Nordeste

Nordeste + Centro-Oeste

ON632049.1 (BRASIL: SP, 2022);
OR025601.1 (BRASIL: PB, 2023);
OR167160.1 (BRASIL: GO, 2023);
PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024)

OR258554.1 (BRASIL: MS, 2022);
OR025659.1 (BRASIL: SP, 2023)

OR025601.1 (BRASIL: PB, 2023);
OR167160.1 (BRASIL: GO, 2023);
PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024)

ON632049.1 (BRASIL: SP, 2022);
OR025601.1 (BRASIL: PB, 2023);
OR167160.1 (BRASIL: GO, 2023);
PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024)

0Q605991.1 (BRASIL: SP, 2022);
ORO025612.1 (BRASIL: RJ, 2023);
PV436978.1 (BRASIL: AL, 2024)

ONG632049.1 (BRASIL: SP, 2022);
ORO025601.1 (BRASIL: PB, 2023);
OR167160.1 (BRASIL: GO, 2023);
PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024)

KC692500.1 (ARGENTINA: BUE,
2009); MT862884.1 (BRASIL: PB,
2018); OR167158.1 (BRASIL: GO,
2023)
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ID da Amostra

Ano da
Amostra

Teste Molecular
(Sorotipagem)

Genétipo

Sequéncia de
Referéncia

Regido de origem
das sequéncias
similares (BLASTn)

Sequéncias de maior
similaridade (BLASTn)

2711

2721

2748

2768

2780

2793

2848

2022

2022

2022

2022

2022

2022

2022

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

NC_001477.1

NC_001477.1

NC_001477.1

NC_001477.1

NC_001477.1

NC_001477.1

NC_0014771

Sudeste + Nordeste

Sudeste + Nordeste

Centro-Oeste + Nordeste

Nordeste + Centro-Oeste

Centro-Oeste + Sudeste

Sudeste + Nordeste

Nordeste + Centro-Oeste

ON632049.1 (BRASIL: SP, 2022);
OR025601.1 (BRASIL: PB, 2023);
OR167160.1 (BRASIL: GO, 2023);
PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024)

ON632049.1 (BRASIL: SP, 2022);
OR025601.1 (BRASIL: PB, 2023);
OR167160.1 (BRASIL: GO, 2023);
PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024)

KC692499.1 (ARGENTINA, 2009);
OR258540.1 (BRASIL: MS, 2022);
OR167147.1 (BRASIL: GO, 2023);
PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024);

MT929564.1 (BRASIL: PE, 2019);
MT929556.1 (BRASIL: GO, 2019);
OR575179.2 (ITALIA, 2023);

0Q605994.1 (BRASIL: SP, 2022);
OR258487.1 (BRASIL: MS, 2022);
OR167245.1 (BRASIL: MT, 2023)

MT862863.1 (BRASIL: PB, 2018);
OR025655.1 (BRASIL: SP, 2023);
PQ155011.1 (USA: FLO - BRASIL,
2024)

OR025601.1 (BRASIL: PB, 2023);
OR167160.1 (BRASIL: GO, 2023);
PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024)
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ID da Ano da
Amostra

Amostra

Teste Molecular
(Sorotipagem)

Sequéncia de

Referéncia

Regiao de origem
das sequéncias
similares (BLASTn)

Sequéncias de maior
similaridade (BLASTn)

2851 2022

2851 2022

1 2024

3 2024

1 2024

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

NC_001477.1

NC_001477.1

NC_001477.1

NC_001477.1

NC_001477.1

Sudeste + Nordeste

Sudeste + Nordeste

Nordeste + Centro-Oeste

Sudeste + Nordeste

Sudeste + Nordeste

MT929564.1 (BRASIL:
MT929556.1 (BRASIL:
ON632049.1 (BRASIL:
OR025601.1 (BRASIL:
OR167160.1 (BRASIL:

MT929564.1 (BRASIL:
MT929556.1 (BRASIL:
ON632049.1 (BRASIL:
OR025601.1 (BRASIL:
OR167160.1 (BRASIL:

OR379326.1 (BRASIL:
OR167158.1 (BRASIL:

ON632049.1 (BRASIL:
OR025601.1 (BRASIL:
OR167160.1 (BRASIL:
PV437006.1 (BRASIL:

ON632049.1 (BRASIL:
OR025601.1 (BRASIL:
OR167160.1 (BRASIL:

PE, 2019);
GO, 2019);
SP, 2022);
PB, 2023);
GO, 2023)

PE, 2019);
GO, 2019);
SP, 2022);
PB, 2023);
GO, 2023)

BA, 2021);
GO, 2023)

SP, 2022);
PB, 2023);
GO, 2023);
AL, 2024)

SP, 2022);
PB, 2023);
GO, 2023);

PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024)

ONB32049.1 (BRASIL: SP, 2022);
OR654269.1 (USA: FLO - BRASIL,
2023); OR167160.1 (BRASIL: GO,
2023); OR025601.1 (BRASIL: PB,
2023); PV437006.1 (BRASIL: AL,
2024)

12 2024 DENV-1 \ NC_001477.1 Sudeste + Nordeste
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ID da Amostra

Ano da
Amostra

Teste Molecular
(Sorotipagem)

Gendtipo Referéncia

Sequéncia de

Regiao de origem
das sequéncias
similares (BLASTn)

Sequéncias de maior
similaridade (BLASTn)

12

14

16

21

25

26

39

2024

2024

2024

2024

2024

2024

2024

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

\Y NC_001477.1

\ NC_0014771

Vv NC_001477.1

Vv NC_001477.1

Vv NC_001477.1

\Y NC_001477.1

\ NC_001477.1

Sudeste + Nordeste

Nordeste + Centro-Oeste

Sudeste + Nordeste

Sudeste + Nordeste

Sudeste + Sul

Sudeste + Nordeste

Centro-Oeste + Sudeste

ON632049.1 (BRASIL: SP, 2022);
OR654269.1 (USA: FLO - BRASIL,
2023); OR167160.1 (BRASIL: GO,
2023); OR025601.1 (BRASIL: PB,
2023); PV437006.1 (BRASIL: AL,
2024)

PV436973.1 (BRASIL: AL, 2024);
0Q786028.1 (BRASIL: SP, 2023);
PQ155011.1 (USA: FLO - BRASIL,
2024)

OR025614.1 (BRASIL: RJ, 2023);
OR025601.1 (BRASIL: PB, 2023);
PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024);
OR167160.1 (BRASIL: GO, 2023)

ONG632049.1 (BRASIL: SP, 2022);
ORO025601.1 (BRASIL: PB, 2023);
PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024);
OR167160.1 (BRASIL: GO, 2023)

ON426291.1 (BRASIL: SP, 2022);
ORO025594.1 (BRASIL: SC, 2023)

ONG632049.1 (BRASIL: SP, 2022);
ORO025601.1 (BRASIL: PB, 2023);
PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024);
OR167160.1 (BRASIL: GO, 2023)

OR167144.1 (BRASIL: GO, 2023);
ONG632088.1 (BRASIL: SP, 2022)
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ID da Amostra

Ano da
Amostra

Teste Molecular
(Sorotipagem)

Genétipo

Sequéncia de
Referéncia

Regiao de origem
das sequéncias
similares (BLASTn)

Sequéncias de maior
similaridade (BLASTn)

28

2627

2528

2676

2810

2812

2024

2024

2022

2022

2022

2022

2022

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

DENV-1

V_E

V_E.1

V_E.1

V_E.1

V_E.1

V_E.1

NC_001477.1

NC_001477.1

NC_001477.1

NC_001477.1

NC_001477.1

NC_001477.1

NC_001477.1

Sudeste + Nordeste

Sudeste + Nordeste

Sudeste + Nordeste

Sudeste + Nordeste

Sudeste + Centro-Oeste

Sudeste + Nordeste

Sudeste + Centro-Oeste

MT862867.1 (BRASIL: PB, 2019);
ON632049.1 (BRASIL: SP, 2022);
OR025601.1 (BRASIL: PB, 2023);
PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024);
OR167160.1 (BRASIL: GO, 2023)

0Q786026.1 (BRASIL: SP, 2023);
ORO025601.1 (BRASIL: PB, 2023);
PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024);
OR167160.1 (BRASIL: GO, 2023)

ONG632049.1 (BRASIL: SP, 2022);
PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024);
OR025601.1 (BRASIL: PB, 2023);

ON632049.1 (BRASIL: SP, 2022);
OR025601.1 (BRASIL: PB, 2023);
PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024);
OR167160.1 (BRASIL: GO, 2023)

0Q821329.1 (USA: FLO - BRASIL,
2022); OR167144.1 (BRASIL: GO,
2023); ON632088.1 (BRASIL: SP,

2022)

OR167144.1 (BRASIL: GO, 2023);
ON632088.1 (BRASIL: SP, 2022);
OR379326.1 (BRASIL: BA, 2021)

0Q605994.1 (BRASIL: SP, 2022);
OR167152.1 (BRASIL; GO, 2023);
0Q786016.1 (BRASIL: SP, 2023)
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Tabela 12 - Conclusao

Regiao de origem A .
g 9 Sequéncias de maior

das sequéncias o
similares (BLASTn) similaridade (BLASTn)

0Q786028.1 (BRASIL: SP, 2023);
ON632049.1 (BRASIL: SP, 2022);
4 2024 DENV-1 V_E.1 NC_001477.1 Sudeste + Nordeste OR025601.1 (BRASIL: PB, 2023);
PV437006.1 (BRASIL: AL, 2024);
OR167160.1 (BRASIL: GO, 2023)

Sequéncia de
Referéncia

Anoda Teste Molecular

Amostra  (Sorotipagem) Genétipo

ID da Amostra

2739 2022 DENV-1 A analise falhou na montagem da sequéncia consenso
10 2024 DENV-1 A analise falhou na montagem da sequéncia consenso
51 2024 DENV-1 A analise falhou na montagem da sequéncia consenso

Nota: Distribuicdo das sequéncias de referéncia com maior similaridade nucleotidica as amostras de DENV-1 sequenciadas no Distrito Federal,
identificadas por meio de analise de similaridade pelo BLASTn. As regibes geograficas indicadas referem-se exclusivamente a origem das sequéncias
de referéncia depositadas no banco de dados, ndo representando agrupamentos filogenéticos ou inferéncias evolutivas.

Fonte: Os dados foram obtidos por sequenciamento MinlON e andlise via Genome Detective e BLASTn. Dados originais da pesquisa. Autoria Prépria
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Tabela 13 - Tabela de Resultados de Genotipagem e Analise de Alinhamento Local (BLASTn) para DENV-2

ID da Amostra

Ano da
Amostra

Teste Molecular
(Sorotipagem)

Genétipo

Sequéncia de

Referéncia

Regido de origem
das sequéncias
similares (BLASTn)

Sequéncias de maior
similaridade (BLASTn)

15

32

43

13

18

2024

2024

2024

2024

2024

2024

DENV-2

DENV-2

DENV-2

DENV-2

DENV-2

DENV-2

Il_F.1

Il_F.1.1

Il_F.1.1

NC_001474.2

NC_001474.2

NC_001474.2

NC_001474.2

NC_001474.2

NC_001474.2

Internacional

Ameérica do Sul

América do Sul

Norte + Nordeste

Centro-Oeste + Norte

Internacional

OR821944.1 (USA: FLO, 2023);
OR393920.1 (SRI LANKA, 2018);
PQ155014.1 (USA: FLO —
ARGENTINA, 2024); PV451714 .1
(BRASIL: AL, 2024)

OP599709.1 (BRASIL: MG, 2022);
OM791800.1 (PERU, 2019)

PQ155034.1 (USA: FLO - BRASIL,
2024); PP546320.1 (BRASIL: MG,
2022); PV426487.1 (BOLIVIA,
2024); OP599664.1 (BRASIL: GO,
2022)

0OP599736.1 (BRASIL: AC, 2022);
0OP599765.1 (BRASIL: SE, 2022);
PV451714.1 (BRASIL: AL, 2024);

PP546320.1 (BRASIL: MG, 2022);
OP599664.1 (BRASIL: GO, 2022);
0Q511274.1 (BRASIL: AC, 2021);
OM744143.1 (BRASIL: GO, 2021)

MW721472.1 (CHINA, 2014);
PQ155034.1 (USA: FLO - BRASIL,
2024); MW512427.1 (SINGAPURA,
2014); PP546320.1 (BRASIL: MG,

2022)



55

Tabela 13 - Continuacao

Regido de origem
das sequéncias
similares (BLASTn)

Anoda Teste Molecular g
ID da Amostra Amostra  (Sorotipagem) Genétipo

Sequéncia de
Referéncia

Sequéncias de maior
similaridade (BLASTn)

PP546320.1 (BRASIL: MG, 2022);
47 2024 DENV-2 _F.1.1 NC_001474.2 Sudeste + Centro-Oeste OP599664.1 (BRASIL: GO, 2022);
OP599663.1 (BRASIL: GO, 2021)

(

OP599709.1 (BRASIL: MG, 2022);
OM791800.1 (PERU, 2019);
PV451693.1 (BRASIL: AL, 2024);
0OP599739.1 (BRASIL: AC, 2022)

PQ155034.1 (USA: FLO - BRASIL,
2024); PP546320.1 (BRASIL: MG,

5 2024 DENV-2 Il_F.1.1.2 NC_001474.2 Centro-Oeste + Sudeste 2022); OP599664.1 (BRASIL: GO,
2022); OM744143.1 (BRASIL: GO,
2021)

PP546320.1 (BRASIL: MG, 2022);
OP599664.1 (BRASIL: GO, 2022);
0Q511274.1 (BRASIL: AC, 2021);
OM744143.1 (BRASIL: GO, 2021)

PQ155034.1 (USA: FLO - BRASIL,
2024); PP546320.1 (BRASIL: MG,

20 2024 DENV-2 I_F.1.1.2 NC_001474.2 Centro-Oeste + Sudeste 2022); OP599667.1 (BRASIL: GO,
2022); OP599663.1 (BRASIL: GO,
2021)

PV451714.1 (BRASIL: AL, 2024);
PQ155034.1 (USA: FLO - BRASIL,
2024); PP546320.1 (BRASIL: MG,
2022)

2 2024 DENV-2 I_F.1.1.2 NC_001474.2 América do Sul

19 2024 DENV-2 II_F.1.1.2 NC_001474.2 Centro-Oeste + Norte

24 2024 DENV-2 _F.1.1.2 NC_001474.2 Sudeste + Nordeste
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Tabela 13 - Continuacao

Regido de origem
das sequéncias
similares (BLASTn)

Anoda Teste Molecular
Amostra (Sorotipagem)

Sequéncia de
Referéncia

Sequéncias de maior

ID da Amostra similaridade (BLASTn)

Genétipo

PV451714.1 (BRASIL: AL, 2024);
PQ155034.1 (USA: FLO - BRASIL,
2024); PP546320.1 (BRASIL: MG,
2022)
PQ155034.1 (USA: FLO - BRASIL,
2024); PP546320.1 (BRASIL: MG,
34 2024 DENV-2 Il_F.1.1.2 NC_001474.2 Centro-Oeste + Sudeste 2022); OP599667.1 (BRASIL: GO,
2022); OP599663.1 (BRASIL: GO,
2021)
PV451714.1 (BRASIL: AL, 2024);
PQ155034.1 (USA: FLO - BRASIL,
35 2024 DENV-2 Il_F.1.1.2 NC_001474.2 Centro-Oeste + Sudeste 2024); OP599667.1 (BRASIL: GO,
2022); PP546320.1 (BRASIL: MG,
2022)

OP599762.1 (BRASIL: SE, 2022);
37 2024 DENV-2 II_F.1.1.2 NC_001474.2 Nordeste PQ155035.1 (USA: FLO - BRASIL,

2024)

PQ155034.1 (USA: FLO - BRASIL,

2024); OR150707.1 ( BRASIL: AM,
38 2024 DENV-2 Il_F.1.1.2 NC_001474.2 Sul + Norte 2023); OP599736.1 (BRASIL: AC,
2022); OR138995.1 (BRASIL: RS,
2022)
PQ155034.1 (USA: FLO - BRASIL,
2024); PP546320.1 (BRASIL: MG,
2022); OP599664.1 (BRASIL: GO,
2022)
PQ155034.1 (USA: FLO - BRASIL,
2024); PP546320.1 (BRASIL: MG,
2022); OP599667.1 (BRASIL: GO,
2022)

29 2024 DENV-2 I_F.1.1.2 NC_001474.2 Sudeste + Nordeste

40 2024 DENV-2 I_F.1.1.2 NC_001474.2 Centro-Oeste + Sudeste

44 2024 DENV-2 I_F.1.1.2 NC_001474.2 Centro-Oeste + Sudeste
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Tabela 13 - Conclusao

Regido de origem
das sequéncias
similares (BLASTn)

Sequéncias de maior
similaridade (BLASTn)

Anoda Teste Molecular
Amostra (Sorotipagem)

Sequéncia de

ID da Amostra N
Referéncia

Genétipo

PP546320.1 (BRASIL: MG, 2022);
45 2024 DENV-2 I_F.1.1.2 NC_001474.2 Centro-Oeste + Sudeste 0OP599665.1 (BRASIL: GO, 2022);
OM744143.1 (BRASIL: GO, 2021)

0Q511274.1 (BRASIL: AC, 2021);
OP599765.1 (BRASIL: SE, 2022);
OP599736.1 (BRASIL: AC, 2022);
OP599716.1 (BRASIL: BA, 2022)
PQ155034.1 (USA: FLO - BRASIL,
2024); PP546320.1 (BRASIL: MG,
2022); OP599667.1 (BRASIL: GO,
2022)
PV451693.1 (BRASIL: AL, 2024);
PQ155034.1 (USA: FLO - BRASIL,
2024); PP546320.1 (BRASIL: MG,
2022)
OR150704.1 (BRASIL: AM, 2023);
PQ155034.1 (USA: FLO - BRASIL,
52 2024 DENV-2 Il_F.1.1.2 NC_001474.2 Centro-Oeste + Sudeste 2024); PP546320.1 (BRASIL: MG,
2022); OP599664.1 (BRASIL: GO,
2022)

42 2024 DENV-2 Nao Atribuido: Sem sobreposicao

46 2024 DENV-2 I_F.1.1.2 NC_001474.2 Nordeste + Norte

48 2024 DENV-2 I_F.1.1.2 NC _001474.2 Centro-Oeste + Sudeste

49 2024 DENV-2 II_F.1.1.2 NC_001474.2 Sudeste + Nordeste

Nota: Distribuicdo das sequéncias de referéncia com maior similaridade nucleotidica as amostras de DENV-2 sequenciadas no Distrito Federal, identificadas
por meio de analise de similaridade pelo BLASTn. As regides geograficas indicadas referem-se exclusivamente a origem das sequéncias de referéncia
depositadas no banco de dados, ndo representando agrupamentos filogenéticos ou inferéncias evolutivas.

Fonte: Os dados foram obtidos por sequenciamento MinlON e andlise via Genome Detective e BLASTn. Dados originais da pesquisa. Autoria Prépria.
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As sequéncias consenso geradas para cada amostra estao
apresentadas no Apéndice B - Biblioteca de Sequéncias Consensus.
Informagdes adicionais referentes ao sequenciamento e a genotipagem
encontram-se descritas no Apéndice C — Dados de Sequenciamento e
Genotipagem.

As sequéncias consenso de DENV-1 que atenderam aos critérios de
qualidade foram posicionadas filogeneticamente em uma arvore de referéncia.
Parte das amostras ndo atingiu os parametros de qualidade exigidos e, por
esse motivo, ndo foi incluida na analise filogenética.

As sequéncias provenientes das epidemias de 2022 e 2024 do Distrito
Federal foram alinhadas a sequéncia gendmica de referéncia e posicionadas
na filogenia global, sem alteracdo da topologia da arvore. O posicionamento
das sequéncias de DENV-1 na arvore filogenética de referéncia é apresentado

na Figura 8.
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Figura 8: Posicionamento filogenético de sequéncias de DENV-1 (locus M-E). A arvore
filogenética de referéncia foi inferida a partir de 399 genomas globais representativos da
diversidade genética de DENV-1 (NextClade Dataset for "DENV-1" Based on Reference
"Nauru/NMRI-45AZ5PDK-0/1974"), utilizando o algoritmo IQ-TREE sob o modelo de maxima
verossimilhanga e substituicdo de nucleotideos selecionado via ModelFinder para ajuste mais
adequado do modelo. As sequéncias de DENV-1 sob consulta foram alinhadas a referéncia
primaria via multiplo alinhamento e inseridas na filogenia de referéncia sem rearranjo de
topologia. O posicionamento foi determinado pela identificagcdo do ramo que maximiza a
similaridade de mutagbdes compartilhadas, considerando apenas sitios informativos presentes
nas sequéncias sob consulta. Sitios sem cobertura nas sequéncias parciais foram tratados
como ausentes, penalizando minimamente o calculo de distancias e priorizando mutagdes
compartilhadas em regides informativas do locus M-E. Painel A - arvore filogenética de
referéncia, com ramos proporcionais a substituicbes nucleotidicas por sitio, destacando
clados principais de DENV-1. Pinel B - posicionamento filogenético das sequéncias de DENV-
1 (locus M-E) coloridas por genétipo atribuido. Painel C - ampliacdo de clado ilustrando
posicionamento filogenético das sequencias de DENV-1 (locus M-E). Fonte: Dados originais
da pesquisa. Autoria Prépria.
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A arvore filogenética de referéncia, construida a partir de 399 genomas
globais de DENV-1, possibilitou um enquadramento robusto das sequéncias
analisadas no contexto da diversidade genética mundial do virus, sendo a
confiabilidade da topologia refor¢ada pelo uso de um conjunto de referéncia
amplo e representativo, pela inferéncia filogenética por maxima
verossimilhanga implementada no IQ-TREE e pela selecdo otimizada do
modelo evolutivo realizada pelo ModelFinder.

As sequéncias de DENV-1 inseridas na filogenia apresentaram
agrupamento consistente em ramos bem definidos, compartilhando mutacoes
caracteristicas com clados previamente descritos, o que permitiu sua
atribuicdo genotipica. As sequéncias do Distrito Federal apresentaram
proximidade filogenética com isolados previamente descritos em outras
regides do Brasil e da América do Sul, ndo sendo observada segregacao
temporal clara entre as amostras dos anos de 2022 e 2024. Todas as
sequéncias de DENV-1 analisadas agruparam-se de forma consistente dentro
de um mesmo clado correspondente ao Gendtipo V, com variacdes entre as
linhagensV_B,V _EeV _E.1.

A analise filogenética das amostras de DENV-2 provenientes da
epidemia de 2024 foi conduzida utilizando o pipeline do NextClade. Parte das
amostras de DENV-2 ndo passaram nos critérios de qualidade no NextClade
e nao foram incluidas no posicionamento filogenéticos das sequéncias.

As sequéncias provenientes da epidemia de 2024 no Distrito Federal
foram automaticamente alinhadas a sequéncia gendbmica de referéncia e
inseridas na filogenia global, sem alteragdo da topologia da arvore de
referéncia. O posicionamento das sequéncias de DENV-2 na arvore

filogenética de referéncia é apresentado na Figura 9.
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Figura 9: Posicionamento filogenético de sequéncias de DENV-2 (locus E-NS1-NS2). A
arvore filogenética de referéncia foi inferida a partir de 435 genomas globais representativos
da diversidade genética de DENV-2 (NextClade Dataset for "DENV-2" Based on Reference
"Thailand/CDC-16681/1964"), utilizando o algoritmo IQ-TREE sob o modelo de maxima
verossimilhanga e substituicdo de nucleotideos selecionado via ModelFinder para ajuste mais
adequado do modelo. As sequéncias de DENV-2 sob consulta foram alinhadas a referéncia
primaria via multiplo alinhamento e inseridas na filogenia de referéncia sem rearranjo de
topologia. O posicionamento foi determinado pela identificagcdo do ramo que maximiza a
similaridade de mutagbes compartilhadas, considerando apenas sitios informativos presentes
nas sequéncias sob consulta. Sitios sem cobertura nas sequéncias parciais foram tratados
como ausentes, penalizando minimamente o calculo de distancias e priorizando mutagodes
compartilhadas em regides informativas do locus E-NS1-NS2. Painel A - Arvore filogenética
de referéncia, com ramos proporcionais a substituigdes nucleotidicas por sitio, destacando
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clados principais de DENV-2. Pinel B - Posicionamento filogenético das sequéncias de DENV-
2 (locus E-NS1-NS2). coloridas por gendétipo atribuido. Painel C - Ampliacdo de clado
ilustrando posicionamento filogenético das sequencias de DENV-2 (locus E-NS1-NS2).
Fonte: Dados originais da pesquisa. Autoria Prépria.

A filogenia de referéncia foi construida a partir de 435 genomas globais
de DENV-2. As sequéncias analisadas apresentaram posicionamento
consistente em ramos bem definidos da arvore filogenética, sem rearranjo da
topologia de referéncia, compartiihando mutagdes caracteristicas com
linhagens previamente descritas.

As sequéncias de DENV-2 provenientes do Distrito Federal agruparam-
se em clados filogenéticos distintos, correspondentes ao Gendtipo I
(Cosmopolita), com identificagdo das sublinhagens Il C, 1l F.1.1.2ell_F.2.2,
e ao Genotipo V (Americano). Observou-se predominancia quase exclusiva
das amostras no clado do Genétipo Il, com concentracdo das sequéncias em

um agrupamento especifico da arvore filogenética.

6. DISCUSSAO

Este estudo realizou a caracterizacido molecular de amostras do virus
da dengue (DENV) circulantes no Distrito Federal (DF) durante os surtos de
2022 e 2024, revelando uma mudancga expressiva no perfil de circulagao viral
entre os dois periodos. Os achados apontam para dindmicas epidemiolégicas
distintas, com implicacdes relevantes para a compreensio dos fatores que
culminaram na maior epidemia de dengue ja registrada no DF em 2024.

Em 2022, observou-se predominancia do DENV-1, responsavel por
97,6% das amostras analisadas, com detec¢cao pontual de DENV-2. Esse
achado esta de acordo com os dados oficiais de vigilancia epidemiolégica,
que indicavam o DENV-1 como sorotipo majoritario no DF naquele periodo
(87). Em contraste, em 2024 foi observado um cenario de cocirculagao entre
DENV-1 (40,7%) e DENV-2 (53,7%), com maior propor¢ao de amostras deste
ultimo.

A mudanca no perfil sorotipico observada entre os periodos analisados

ocorreu no mesmo intervalo em que foi registrado um aumento expressivo do
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numero de casos de dengue em 2024, marcado pela transigdo de um cenario
de predominancia de um unico sorotipo para um contexto de cocirculagao,
com maior proporgdo de DENV-2. Embora ndo seja possivel estabelecer
relagbes causais a partir dos dados deste estudo, variagbes no perfil
sorotipico ao longo do tempo ja foram descritas em contextos epidémicos em
diferentes regides endémicas. A literatura indica que mudangas nesse perfil
podem estar associadas a variagdes na suscetibilidade populacional (4,7,82).
Dessa forma, esses achados devem ser interpretados com cautela e
ressaltam a importancia do acompanhamento continuo da circulacdo dos
sorotipos virais ao longo do tempo.

Nesse contexto, € plausivel que a populacédo do DF, apés um periodo
epidémico majoritariamente associado ao DENV-1 em 2022/2023,
apresentasse baixa imunidade especifica contra o DENV-2, criando condigdes
favoraveis para a explosado de casos em 2024. A cocirculagdo de um sorotipo
endémico e geneticamente estavel (DENV-1) com um sorotipo emergente
(DENV-2) caracteriza um cenario de hiperendemicidade, que pode favorecer
fendmenos imunoldgicos como a intensificagdo dependente de anticorpos
(ADE) (8,94). Embora este estudo nao tenha avaliado diretamente desfechos
clinicos, esse mecanismo é reconhecido como potencial fator de aumento da
gravidade da doenga em infecgdes secundarias por sorotipos heterologos.

A anadlise de genotipagem revelou baixa diversidade genética entre as
amostras de DENV-1 sequenciadas. Todas as amostras provenientes das
epidemias de 2022 e 2024 foram classificadas como pertencentes ao
Gendtipo V, distribuidas principalmente nas sublinhagens V, V_E e V_E.1.
Esse achado é consistente com estudos prévios conduzidos em diversas
regides do pais desde o Nordeste até o Sudeste e Norte que descrevem o
Gendtipo V como a linhagem estabelecida e amplamente disseminada no
Brasil desde sua introdu¢éo nas décadas de 1980 e 1990 (9,50,68,69,95).

A baixa diversidade genética intra-genotipica observada para DENV-1
sugere que este sorotipo se comporta como componente estavel do cenario
hiperendémico local, mantendo cadeias de transmissdo continuas mesmo

durante periodos de menor incidéncia. A elevada similaridade nucleotidica
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observada entre as amostras do DF e sequéncias provenientes de diferentes
estados brasileiros sugere integracdo do DF ao panorama nacional de
circulagdao do DENV-1, reforcando a importancia do transito de pessoas na
manutengao e dispersao das linhagens virais (50,66), pore 'm inferéncias mais
detalhadas sobre rotas de dispersdo ndo podem ser estabelecidas a partir dos
dados disponiveis.

O posicionamento filogenético das sequéncias de DENV-1 indicou
agrupamento coeso em clados bem definidos, sem segregagéao evidente entre
amostras provenientes de diferentes anos. Esse padrao é compativel com a
circulagdo continua de linhagens geneticamente relacionadas ao longo do
periodo analisado. Mesmo com o uso de sequéncias parciais restritas ao locus
M-E, o tratamento de regides sem cobertura como dados ausentes e a
priorizacdo de sitios filogeneticamente informativos preservaram sinal
filogenético para a atribuicdo genotipica, como evidenciado pelo agrupamento
coeso observado na ampliacdo do clado. Ainda assim, a possibilidade de
subestimacéao da diversidade genética intra-genotipica deve ser considerada.

Por outro lado, a analise de genotipagem indicou que todas as
amostras de DENV-2 obtidas em 2024 pertenciam ao Gendtipo I
(Cosmopolita), com predominéncia quase absoluta da sublinhagem Il_F.1.1.2
(23/25 amostras). Esse achado difere parcialmente dos resultados do
posicionamento filogenético, no qual as sequéncias analisadas,
majoritariamente provenientes de 2024, também foram atribuidas
principalmente ao Gendtipo Il (Cosmopolita), porém com identificagao de
maior diversidade de sublinhagens, incluindo Il_C, Il_F.1.1.2 e ll_F.2.2, além
da detecgéo pontual do Gendtipo V (Americano). Ainda assim, observou-se
concentragao predominante das sequéncias no clado associado ao Gendtipo
Il.

O posicionamento filogenético revelou o agrupamento das sequéncias
em ramos bem definidos da arvore de referéncia, com baixa dispersao entre
clados. Esse padrdo € compativel com a circulacdo de variantes
geneticamente relacionadas durante o periodo analisado. A identificagao de
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mais de uma sublinhagem sugere a presenga de diversidade genética
detectavel, embora limitada, no conjunto amostral avaliado.

Embora o Gendtipo Cosmopolita seja frequentemente descrito na
literatura por sua ampla distribuicdo geografica e por associagao a surtos de
grande magnitude em diferentes regides do mundo, incluindo o Brasil
(13,45,48,78), os dados apresentados aqui permitem apenas caracterizar sua
circulagdo no DF, ndo sendo possivel inferir diretamente seu papel na
intensidade da epidemia observada.

A elevada similaridade nucleotidica observada entre as amostras de
DENV-2 do Distrito Federal e sequéncias provenientes de diferentes estados
brasileiros, como Goias e Minas Gerais, indica proximidade genética com
virus recentemente descritos no pais, pertencentes ao genétipo Cosmopolita.
Estudos conduzidos em diversas regides do Brasil, publicados entre 2020 e
2023, documentaram a substituicdo progressiva do gendtipo Asiatico-
Americano pelo gendtipo Cosmopolita, incluindo a circulagdo de sublinhagens
relacionadas a Il_F (67,69,80,97).

A analise comparativa dos perfis filogenéticos de DENV-1 e DENV-2
evidencia diferencas nos padrées de agrupamento e na diversidade genética
observados entre os dois sorotipos no Distrito Federal. As sequéncias de
DENV-1, provenientes das epidemias de 2022 e 2024, apresentaram
agrupamento coeso no Gendtipo V, com baixa dispersdo entre clados
filogenéticos. Em contraste, as sequéncias de DENV-2 associadas a epidemia
de 2024 concentraram-se predominantemente no Gendtipo Il (Cosmopolita),
com a identificacdo de diferentes sublinhagens.

Esses padrdes indicam dinémicas distintas de circulagao viral entre os
sorotipos, com o DENV-1 apresentando maior homogeneidade genética no
periodo analisado, enquanto o DENV-2 exibiu maior diversidade relativa.
Embora os dados apontem diferengas na estrutura filogenética entre os
sorotipos, interpretacbes sobre processos especificos, como eventos de
introdugao ou expansao local de linhagens, devem ser feitas com cautela e
consideradas a luz das limitagdes amostrais e temporais do estudo. Ainda

assim, os resultados reforcam a utilidade da vigilancia gendbmica para o
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monitoramento da diversidade e da circulagdo dos sorotipos de dengue em
nivel regional.

Diferencas significativas na qualidade dos dados de sequenciamento
foram observadas entre os sorotipos analisados, com impacto potencial sobre
a resolugao filogenética e a interpretacdo da diversidade genética. As
amostras de DENV-1 apresentaram Qscore médio inferior e menor
profundidade de cobertura quando comparadas as amostras de DENV-2, que
exibiram parametros de qualidade substancialmente mais elevados.

No sequenciamento por nanoporos, como o realizado com a plataforma
MinlON, variagdes na qualidade das leituras sdo esperadas em fungéo das
caracteristicas intrinsecas da tecnologia. Estudos prévios indicam que leituras
com Qscore em torno de 7 sdo geralmente consideradas aceitaveis para
analises genbmicas preliminares, enquanto limiares mais elevados estao
associados a maior confiabilidade dos dados (98,99). Entretanto,
profundidades reduzidas, especialmente abaixo de 20%, podem resultar em
consensos menos robustos, com maior probabilidade de ambiguidades e
erros sistematicos, o que pode comprometer inferéncias filogenéticas mais
finas (100).

Nesse contexto, a disparidade observada entre os dados de DENV-1
(Qscore médio =7 e baixa profundidade) e DENV-2 (Qscore médio =14 e alta
profundidade) deve ser considerada na interpretacdo comparativa dos
resultados. Parte da variacdo observada nas sequéncias de DENV-1 pode
refletir limitagdes técnicas do sequenciamento, incluindo erros de base-calling
e cobertura insuficiente, o que pode ter introduzido variacdes artificiais
interpretadas como diferenciagao filogenética. Amostras com profundidade
muito baixa tendem a gerar sequéncias consenso menos confiaveis, podendo
resultar em agrupamentos filogenéticos instaveis ou erraticos.

Em contrapartida, a elevada qualidade e profundidade dos dados
obtidos para o DENV-2 conferem maior robustez as inferéncias filogenéticas
realizadas, aumentando a probabilidade de que os padrdes de agrupamento
observados representem relagdes evolutivas reais entre as sequéncias

analisadas (101,102). Apesar das limitagbes associadas as amostras de
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DENV-1, os dados atenderam aos critérios minimos de qualidade descritos na
literatura para analises filogenéticas exploratérias. Ainda assim, estudos
futuros com maior profundidade de cobertura e amostragem mais ampla
poderao contribuir para uma caracterizagdo mais precisa da diversidade
genética viral e para o refinamento das inferéncias filogenéticas.

Do ponto de vista metodolégico, a utilizagdo da plataforma portatil
MinlON para vigilancia genémica, conforme realizada neste estudo, encontra
respaldo em iniciativas pioneiras conduzidas no Brasil, que demonstraram a
aplicabilidade dessa tecnologia para a geragao rapida de dados genémicos
em contextos de vigilancia em tempo real ou em cenarios com recursos
limitados (78,103). A capacidade de produzir informagdes genéticas
relevantes em curto intervalo de tempo, com infraestrutura relativamente
simples, torna essa abordagem particularmente valiosa para paises de
dimensdes continentais e com distribuigdo heterogénea de recursos em
saude.

Nesse contexto, a vigilancia gendémica mostrou-se especialmente
relevante ao possibilitar a identificagdo do gendétipo Cosmopolita de DENV-2
no Distrito Federal. A detec¢do de mudancgas no perfil sorotipico e genotipico
possui potencial para subsidiar respostas mais oportunas e direcionadas por
parte das autoridades de saude, incluindo a intensificacdo seletiva de medidas
de controle vetorial, a preparagdo da rede assistencial frente a possiveis
aumentos na demanda por atendimento e a comunicacgao de risco direcionada
a populacdo. Além disso, tais informagdes podem contribuir para o
planejamento de estratégias vacinais, considerando que vacinas atualmente
disponiveis, como a Qdenga®, apresentam eficacia diferenciada entre
sorotipos (104).

Entretanto, a disparidade observada na qualidade dos dados de
sequenciamento entre DENV-1 e DENV-2 reforga a necessidade, amplamente
destacada na literatura, de protocolos de amplificacdo e sequenciamento
rigorosamente otimizados, bem como da adog¢do de critérios estritos de
controle de qualidade, especialmente quando os dados s&do empregados em

analises filogenéticas. A comparagao entre os resultados mais robustos
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obtidos para o DENV-2 e aqueles mais limitados para o DENV-1 ilustra de
forma clara como parametros técnicos podem impactar diretamente a
resolucdo e a confiabilidade das inferéncias evolutivas, um aspecto central
para a consolidagao da vigilancia gendbmica como ferramenta estratégica em
saude publica.

A integracao da vigilancia genbmica aos sistemas nacionais de
informacdo em saude, associada ao compartiihamento tempestivo de dados
em plataformas abertas, como GISAID e GenBank, amplia substancialmente
o impacto dessa ferramenta ao permitir analises em escala regional, nacional
e global. Iniciativas como a Rede Gendmica Fiocruz e o projeto CADDE
evidenciam o valor da colaboracgao interinstitucional para a compreensao da
dindmica de disperséo viral e para a resposta rapida a emergéncias sanitarias
(73).

Em conjunto, os achados deste estudo apontam para uma mudanga no
perfil sorotipico observado no Distrito Federal entre as epidemias de 2022 e
2024, com maior deteccdo de DENV-2 em relagdo ao DENV-1 no periodo
mais recente. A anadlise filogenética indicou que as amostras de DENV-1
pertencem ao Gendtipo V, compativel com linhagens previamente descritas
no Brasil, enquanto as amostras de DENV-2 foram classificadas no Genotipo
Il (Cosmopolita), com predominéancia da sublinhagem Il_F.1.1.2. Esse padrao
€ compativel com descricbes nacionais e internacionais que relatam a
expansao recente desse genodtipo, embora os dados apresentados nao
permitam inferéncias diretas sobre o0 momento ou os mecanismos de sua
introducao e disseminagao no contexto local.

Embora este estudo ndo tenha avaliado desfechos clinicos associados
as infecgbes, evidéncias da literatura internacional indicam que diferentes
gendtipos de DENV-2 podem estar associados a perfis distintos de viruléncia
e potencial epidémico. Estudos experimentais demonstraram que o gendétipo
Cosmopolita apresenta taxas de replicagdo elevadas em linhagens celulares
de mamiferos e mosquitos, sugerindo possivel vantagem adaptativa tanto no
hospedeiro humano quanto no vetor (60). Além disso, analises antigénicas

tém identificado variagdes entre gendtipos de DENV-2 capazes de impactar a
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neutralizagédo por anticorpos induzidos por infecgao prévia ou vacinagao (58).
No contexto brasileiro, estudos conduzidos durante a substituigao do gendtipo
Asiatico/Americano pelo Cosmopolita relataram associagdo com aumento da
incidéncia de casos graves em algumas regides (55,66), reforcando a
importancia da integracao entre vigilancia gendémica e clinico-epidemiologica.

Algumas limitagdes devem ser consideradas na interpretacdo dos
achados. O numero de amostras sequenciadas ndo corresponde a uma
amostragem sistematica de todo o surto, e o sequenciamento parcial, restrito
a regides especificas do genoma, pode subestimar a diversidade genética
total. Adicionalmente, a auséncia de dados clinicos detalhados impossibilita a
correlagado direta entre gendtipos circulantes, gravidade dos casos e fatores
de risco individuais. A disparidade na qualidade dos dados entre DENV-1 e
DENV-2 também pode introduzir viés nas comparacgdes filogenéticas, sendo
possivel que a diversidade genética do DENV-1 esteja subestimada ou que
parte da variagao observada reflita limitagdes técnicas do sequenciamento. A
auséncia de amostras representativas de DENV-2 referentes ao ano de 2022
limita ainda a avaliagdo da dinamica temporal da transigao genotipica.

Os resultados deste estudo abrem diversas perspectivas para
investigacdes futuras. Analises filodinamicas e filogeograficas com maior
numero de sequéncias poderao contribuir para estimar com maior preciséo o
momento de introdugdo do gendtipo Cosmopolita no Distrito Federal e suas
possiveis rotas de disseminacao. Estudos de soroprevaléncia, investigacoes
sobre reatividade cruzada de anticorpos, analises entomoldgicas e a
integracédo de dados gendmicos, clinicos, epidemioldgicos e ambientais seréo
fundamentais para uma compreensdo mais abrangente da dindmica da
dengue na regiao.

Por fim, este estudo contribui para o entendimento da dinamica recente
da dengue no Distrito Federal ao integrar dados epidemiolégicos e genémicos
obtidos a partir de amostras locais em um periodo de elevada transmissao
viral. A caracterizagao filogenética dos sorotipos circulantes possibilitou a
descrigao do perfil genotipico das amostras analisadas e a identificagdo de

mudancas na composicao dos sorotipos detectados no periodo estudado. A
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geracao desses dados amplia o conhecimento sobre a circulagéo viral no
Distrito Federal e destaca o potencial da vigilancia gendmica descentralizada
como ferramenta complementar as estratégias de monitoramento, prevengéo

e resposta a dengue no Brasil.

7. CONCLUSAO

A caracterizagdo molecular e filogenética das amostras clinicas
analisadas permitiu descrever o perfil genético dos virus da dengue
circulantes no Distrito Federal durante as epidemias de 2022 e 2024,
evidenciando mudangas relevantes no padrao de circulagao viral entre os dois
periodos.

Os resultados indicam que a epidemia de 2024 esteve associada a uma
alteracdo no sorotipo predominante, com reducéo da circulagdo do DENV-1,
predominante em 2022, e aumento da participagcao do DENV-2, configurando
um cenario de cocirculagdo com predominio deste ultimo. Enquanto as
amostras de DENV-1 mantiveram-se classificadas no Genotipo V, sugerindo
relativa estabilidade genética da linhagem endémica, as amostras de DENV-
2 de 2024 foram classificadas como pertencentes ao Genotipo I
(Cosmopolita), com predominancia da sublinhagem Il_F.1.1.2.

O agrupamento filogenético coeso das sequéncias de DENV-2, com
baixa dispersao genética, € compativel com a hipétese de introdugao recente
e subsequente disseminacgao local dessa sublinhagem, embora ndo seja
possivel descartar completamente outros cenarios epidemioldgicos. As
analises filogenéticas também evidenciaram proximidade genética entre as
sequéncias do Distrito Federal e virus provenientes de outras regides do
Brasil, indicando a inser¢ao do territério em um contexto mais amplo de
circulacdo nacional do DENV.

Os achados deste estudo reforgam o potencial da vigilancia genémica
como ferramenta complementar a vigilancia epidemiolégica, contribuindo para
a deteccado de mudancas no perfil de circulacao viral e para o monitoramento

da diversidade genética do DENV. Apesar das limitagdes técnicas observadas
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em parte das amostras, relacionadas a cobertura e a qualidade do
sequenciamento, os resultados obtidos fornecem subsidios relevantes para a
compreensao da dinamica viral local.

Em sintese, este estudo atendeu ao objetivo de determinar os sorotipos
e analisar as relagdes filogenéticas dos virus da dengue circulantes no Distrito
Federal durante as epidemias de 2022 e 2024, evidenciando diferengas no
perfil de circulagao viral entre os dois periodos. A identificagcdo dos sorotipos
predominantes e a caracterizagdo dos gendtipos e linhagens associadas
contribuem para a compreensao da dinadmica de circulagdo do DENV no
territério, fornecendo informagdes relevantes para o monitoramento
epidemiolodgico e para o fortalecimento das estratégias de vigilancia molecular

no ambito da saude publica.
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apresentam anticorpos contra SARS-CoV-2, dengue, chickungunya, zika virus, e avaliagdo de cobertura
vacinal para sarampo, caxumba e rubéola em quatro Regides Administrativas do DF que apresentam perfis
diferentes de vulnerabilidade social (Brasilia, Aguas Claras, Ceilandia e Cidade Estrutural).

O estudo de acuracia sera realizado com cerca de 864 individuos, através de visitas domiciliares. O
estudo de inquérito soroepidemioldgico sera realizado com 6.600 individuos através de visitas domiciliares.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo principal deste estudo é estimar a prevaléncia da infecgdo por SARS-CoV-2, dengue,
chikungunya e zika, assim como da cobertura vacinal para sarampo, caxumba e rubéola nos residentes de
quatro Regides Administrativas do Distrito Federal, e avaliar a acuracia de testes comerciais para detec¢ao
de anticorpos para SARS-CoV-2.

Endereco: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina

Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos atribuidos a participagdo no estudo citados pelo pesquisador principal séo o potencial desconforto
decorrente dos processos de coleta de sangue venoso, punc¢édo digital e de swab nasofaringeo, os quais
serdo minimizados ao serem coletados por profissionais de saude capacitados e habilitados; e o potencial
risco de perda de confidencialidade dos dados pessoais dos participantes e as medidas que serdo tomadas
para minimiza-lo.

Em relagao aos beneficios, cita-se que o estudo tera impacto na saude coletiva, ao permitir a investigagédo
da acuracia de testes diagnoésticos e da compreensdo da magnitude e distribuicdo da infecgdo por SARS-
CoV-2, arboviroses e da cobertura vacinal de sarampo, caxumba e rubéola, o que possibilitara o
planejamento da rede de servigos necessdrias para o atendimento de casos, ou ndo, destas doengas nos
préximos periodos.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

No parecer anterior foram apresentadas pendéncias relacionadas ao protocolo de aramazendamento das
amostras biolégicas, se em biobanco ou em biorepositério, as quais foram esclarecidas pelo pesquisador.

Pendéncias:

1. Informar qual biobanco sera utilizado pelos pesquisadores
2. Caso néo haja biobanco disponivel, esse colegiado recomenda que o termo "biobanco" seja substituido
por biorrepositério no escopo de todos documentos do projeto.

O pesquisador esclareceu que o material biolégico dos participantes sera armazenado em biorrepositério,
estando o consentimento (assentimento) dos participantes em relagdo ao uso de seu material biolégico
atrelado exclusivamente a este estudo.

As alteracbes para o termo biorrepositério e a informacdo de que as amostras serdo utilizadas
especificamente para esse estudo foram realizadas nos respectivos arquivos do projeto, incluindo os
Termos de Consetimento e de Assentimento.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacgao obrigatoria:

Todos os termos de apresentacéo obrigatdria foram apresentados e estdo adequadamente redigidos para a
avaliagdo deste CEP

Recomendacoes:

Mantenho a recomendagédo de atualizagdo dos Curriculos Lattes de todos os membros da equipe do

estudo, para estar em conformidade com as orientagdes do Sistema CEP-CONEP.

Endereco: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Como as pendéncias foram resolvidas, o parecer do colegiado foi pela aprovagao do projeto.
Consideracées Finais a critério do CEP:

Apo6s apreciagdo na reunido dia 08/01/2021 do colegiado CEP/FM o projeto foi aprovado.OBS: De acordo
com a Resolugdo CNS 466/12, nos inciso 11.19 e 11.20, cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP
os relatérios parciais e final do seu projeto de pesquisa. Bem como a notificagcdo de eventos adversos, de
emendas ou modificagdes no protocolo para apreciagdo do CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/12/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1638920.pdf 17:28:35
Brochura Pesquisa |ProjetoCompleto3.docx 21/12/2020 [Wildo Navegantes de| Aceito
17:28:04 | Araujo

Projeto Detalhado / |ProjetoCompleto3.pdf 21/12/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito

Brochura 17:27:49 |Araujo

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE4_realce.docx 21/12/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito

Assentimento / 17:15:07 |Araujo

Justificativa de

Auséncia

Recurso Anexado carta_resposta_pendencias3.pdf 21/12/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito

| pelo Pesquisador 17:13:47 | Araujo

TCLE / Termos de | TCLEA4.pdf 21/12/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito

Assentimento / 17:12:39 | Araujo

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE4.docx 21/12/2020 | Wildo Navegantes de| Aceito

Assentimento / 17:12:01 | Araujo

Justificativa de

Auséncia

Orgamento planilha_orcamento.pdf 07/12/2020 |[Wildo Navegantes de| Aceito
18:32:55 | Araujo

Orgamento planilha_orcamento.docx 07/12/2020 | Wildo Navegantes de| Aceito
18:32:47 | Araujo

Outros parecer_projeto_hub.pdf 07/12/2020 | Wildo Navegantes de| Aceito
18:31:52 | Araujo

Declaragao de Termo_concordancia.pdf 07/12/2020 |[Wildo Navegantes de| Aceito

concordancia 18:31:10 | Araujo

Endereco: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina
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Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 07/12/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
18:23:52 | Araujo

Declaragao de CartaEncaminhamento_Equipe.pdf 03/10/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito

Pesquisadores 21:43:30 | Araujo

Outros Curriculos_EquipeDePesquisa.pdf 03/10/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
21:41:56 | Araujo

Outros InstrumentosColeta.pdf 03/10/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
21:11:47 | Araujo

Qutros DeclaracaoResponsabilidade.pdf 03/10/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
21:09:15 | Araujo

Outros ClLattes_Wildo.pdf 03/10/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
21:07:57 | Araujo

Solicitagdo Assinada | CartaEncaminhamentoFM.pdf 03/10/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito

pelo Pesquisador 17:27:43 |Araujo

Responsavel

Cronograma Cronograma.pdf 03/10/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
17:23:57 | Araujo

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

BRASILIA, 11 de Janeiro de 2021

Antonio Carlos Rodrigues da Cunha

(Coordenador(a))

Endereco: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina

Bairro: Asa Norte
UF: DF Muni

CEP: 70.910-900

cipio: BRASILIA

Telefone: (61)3107-1918

cepfm@unb.br
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APENDICE A — EXEMPLO DOS RESULTADO GERADO PELO EPI2ME
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APENDICE B - BIBLIOTECA DE SEQUENCIAS CONSENSUS

Sequenciamento DENV-1

>BARCODEO1
ATGGTGATAGCTTTTTTTTAGTGCATGTGATAGGAACATCCATCACTCAAAGGG
ATCATTTTCATCTTGCTGATGCTGGTGACACCATCAATGGCCATGCGATGCGTG
GGAATAGGCAACAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGAGCAACGTGGGTGG
ACGTGGTATTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATGGCAAAAAATAAACCA
ACATTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACGAACCCTGCCGTCTTGCG
CAAACTGTGCATTGAAGCTAAAATATCAACACACCACCACCATTCAAGATGTCC
AACACAAGGAGAGGCTACACTGGTGGAAGAACAAGACGTGAACTTTGTGTGTC
GCCGAACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGTAATGGCTATGGACTATTCGGAAAGG
AAGTCTATTGACGTGTGCCAAGTTCAAGTGTGTGACAAACTAAAGGGAAAGATA
GTTCAATATGAAAACTTAAAATATTCAGTGATAGTCACTGTCCACACTGGGACC
AGCACCAGGTGGAAACGAGACCACAGAACATGAACAATTGCAACCATAACACC
TCAACTCCACGTCGGAAATACAGCTAACTGACTCAAAGCCCTGCACTGAACTCT
CACCTAGAAACGGGCTGACTTTAATGAGATGGTGCTATTGACAATGAAAGAAAA
ATCATGGCTTATCCACGAACAATGGTTTATAACTTACCACTGCCATGGACTTTG
GGGGCTTCAACATCTCAAGAGACCTGGAACAGCAG

>BARCODEO02
TCAGCTGTATTTCCGACGTGGAATTGAGGTGTTATTGCAATTGTTCCATGTTGT
GGTTCGTTTCCACCTGGTGCTGCGTGTGGACAGTGATTATCACTGAATATTTTA
AGTTTTCATATTGAACTATCTTCCTCTAGTTTTGTCACACACTTGAACTTGGCAC
ACGTCAATCAACTTGAACCTCAAGTCCACAGCCATTACCCAGCCTGTCCACAAA
CGTTGGCGACACACAAAGTTCGCTTCTTCCACCAGTGTAGCCTCTCCTTGTGTT
GGACATGAATGGTGGTGATGTTTGATATTTAGCTTCAATGCACAGTTCGCAAGA
CGGCAGGGTTCGTGACCTCCGTCTTCAAGAGTTCAATGTCCAATGTTGGTTTAT
TTTTTGCCATGGTGGTGACGCAGCTTCCATGCTCCAATACCACGTCCACCCAC
ACTCCTGACATCCTTCAACGAAGTCTGTTCCTCCCACATCGCATGGCCATTGAT
GATGTCACCAGCATCAGCAAATGAAAATGATCCTTTTTGAGTGATGGATATTGT
TCCTATGCATGCACTAA

>BARCODEO03
GATAGCTTTTTTTAGCGCATGTATAGGAATATCCATCACTCAAAAAGGTATCATT
TTCATCTTGCTGATGCTGGTGACACCATCAATGGCCATGCGATGCGTGGGAAT
AGGCAACAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGAGCAACGTGGGTGGACGTG
GTATTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATGGCAAAAAATAAACCAACATT
GGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACGAACCCTGCCGTCTTGCGCAAAC
TGTGCATTGAAGCTAAAATATCAAACACCACCACCGATTCAAGATGTCCAACAC
AAGGAGAGGCTACACTGGTGGAAGAACAAGACGCGAACTTTGTGTGTCGCCG
AACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGTAATGGCTGTGGACTATTGGAAAGGGAAGT
CTATTGACGTGTGCCAAGTTCAAGTGTGTGACAAAACTAAAGGGAAAGATAGTT
CAATATGAAAACTTAAAATATTCAGTGATAGTCACTGTCACACTGGGGACCAGC
ACCAGGTGGAAACGAGACCACAGAACATGAACAATGCAACCATAACACCTCAA
GCTCCCACGTCGGAAATACAGCTGACTGACTACAGACCCTCACACTGGACTGC
TCACCTAGAACAGGGCTGACTTTAATGAGATGGTGCTATTGACAATGAAAGAAA
AATCATGGCTTATCCACGAACAATGGTTTCTAACTTACCACTGCCATGGACTGG
GGGCTTCAACATCTCAAGACCTGGAAC

>BARCODEO0O4
TTTTAGTGATGATAGGAAATCATCACTCAAAAAGGATCATTTTCATCTTGCTGAT
GCTGGTGACACCATCAATGGCCATGCGATGCGTGGGAATAGGAACAGAACTC
GTTGAAGGACTGTCAGGAGCAACGTGGTGGACGTGGTATTGGAGCATGGAAG
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CTGTCACCACCATGGCAAAAAATAAACCAACATTGGACATTGAACTCTGAAGAC
GGAGGTCACGAACCCTGCCGTCTTGCGCAAACTGTGCATTGAAGCTAAAATAT
CAAACACCACCACCGATTCAAGATGTCCAACACAAGGAAGGCTACACTGGTGG
AAGAACAAGACGCGAACTTTGTGTGTCGCCGAACGTTTGTGGACGAGGCTGG
GGTAATGGCTGTGGACTATTCGGAAAGGGAAGTCTATTGACGTGTGCCAAGTT
CAAGGTGTGACAAAACTAGAGGAAAGATAGTTCAATATGAAAACTTAAAATATT
CAGTGATAGTCACTGTCCACACTGGGGACCAGCACCGGTGGAAACAGACCAC
AGAACATCGAACAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCACGTCGGAAATACAA
CTGACTGACTAGGAGCCCTCACACTGAACTGTCACCTCAGAACGGGCTGACTT
AATGAGATGGTGCTATTGACAATGAAAGAAAAATCATGGCTTATCCACAACAAT
GGTTTCTGACTTACCACTGCCATGGACTTGGGGCTTCAACATCTCGACCTGA
>BARCODEO05
ATGGTGATAGCTTTTTTTAGTGCATGATAGGAACATCCATCACTCAAAAGGGAT
CATTTTCATCTTGCTGATGCTGGTGACACCATCAATGGCCATGCGATGCGTGG
AATAGGCAACAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGAGCAACGTGGGTGGAC
GTGGTATTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATGGCAAAAAATAAACCAAC
ATTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACGAACCCTGCCGTCTTGCGCA
AACTGTGCATTGAAGCTAAAATATCAAACACCACCACCAATTCAAGATGTCCAA
CACAAGGAGAGGCTACACTGGTGGAAGAACAAGACGCGAACTTTGTGTGTCGC
CGAACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGTAATGGCTGTGGACTATTGGAAAGGAAG
TTATTGACGTGTGCCAAGTTCAAGTGTGACAAAAACTAAAGGAAAGATAGTTCA
ATATGAAAACTTAAAATATTCAGTGATAGTCACTGTCACACTGGGACCAGCACC
AGGTGGAAACAGACCACAGAACATGGAACAATTGCAACCATAACACCTCAACT
CCCACGTCGGAAATACAGCTGACTGACTACCAAGCCCTACACTGAACTGCTCA
CCTAGAAACGGGCTGGACTTTAATGAGATGGTGCTATTGACAATGAAAAAAAAT
CATGGCTTATCCACAACAATGGTTTCTAACTTACCACTGCCATGACTGGGGCTT
CAACATCTCAGGACCTGAACA

>BARCODEO06
GTTCAGGTCTCTTGAGATGTTGAAGCCCCCAAGTCCATGGCAGTGGTAAGTTA
GAAACCATTGTTCGTGGACAAGCCATGATTTTTCTTTCATTGTCAATAGCACCAT
CTCATTAAGTCCAGCCCTGTTCTAGGTGAGCAGTCCAGTGTGAGGGCTCCTAG
TCAGTCAGCTGTATTTCCGACGTGGAGCTTGAGGTGTTATGGTTGCAATTGTTC
ATGTTCTGTGGTTTCCACCTGGTGCTGGTCCCAGTGTGGACAGTGACTATCAC
TGAATATTTTAAGTTTTCATATTGAACTATCTTCCCTCTAGTTTTTTCACACACTT
GAACTTGGCACACGTCAATAGACTTCCCTTTCGAATAGTCCACAGCCATTACCC
AGCCTCTGTCCACAAACGTTCGGCGACACACAAAGTTCGCGTCTTGTTCTTCCA
CCAGTGTAGCCTCTCCTTGTGTTGGACATCTTGAATGGTGGTGATGTTTGATAT
TTTAGCTTCAATGCACAGTTTGCGCAAGACGGCAGGTTCGTGACCTCCGTCTT
CAAGAGTTCAATGTCCAATGTTGGTTTATTTTTTGCCATGGTGGTGACGCAGCT
TCCATGCTCCAATACCACGTCCACCCACGTTGCTCCTGACAGTCCTTCAACGAA
GTCTCTGTTGCCTATTCCCACGCATCGCATGGCCATTGATGGTGTCACCAGCA
TCAGCAAGATGAAAATGATCCCTTTTGAGTGATGGATATTCCTATAGCATGCAC
TAAAAAAAGCTATGGCC

>BARCODEOQ7
GACTTCGGTTATAGGAGGAGTGTTTACATCTGGGAAAATTGGTACATCAGGTTT
TGACGCATATGGGTTTGTTAGTGGTGTTTGATGAAAATAGGAATAGGGATTTGC
TGACATGGTTGGATTAAATTCAAGGAGCACGTCACTTTCGATGTGCGTTGCAGT
TGGCATGGTCACATGTACAGGAGTCATGGTTCAAGCGGATTCGGATGTGTAAT
CAACTGGAAGGCAGAGAACTTAAATGTGGAAGTGGCATTTTGTCACTAATGAAG
TCCACACTTGACAGAGCAATCAAATTCAGGCTGACTCCCAAAGACTGTCAGCA
GCCATTGGAAAGGCATGGAGGAGGGCGTATGTGGGATTGATGGCCATAGCTTT
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TTTTAGCGCATGCTATAGGAACATCCATCACTCAAAAAGGGATCATTTTCATCTT
GCTGATGCTGGTGACACCATCAATGGCCATGCGATGCGTGGGAATAGGCAACA
GAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGAGCAACGTGGTGGACGTGGTATTGGAG
CATGGAAGCTGCGTCACCACCATGGCAAAAAATAAACCAACATTGGACATTGAA
CTCTTGAAGACGGAGGTCACGAACCCTGCCGTCTTGCGCAAACTGTGCATTGA
AGCTAAAATATCAAACACCACCACCGATTCAAGATGTCCAACACAAGGAGAGG
CTACACTGGTGGAAGAACAAGACGCGAACTTTGTGTGTCGCCGAACGTTTGTG
GACAGAGGCTGGGTAATGGCTGTGGACTATTCGGAAAGGGAAGTCTATTGACG
TGTGCCAAGTTCAAGTGTGTGACAAAACTAGAGGGAAAGATAGTTCAATATGAA
AACTTAAAATATTCAGTGATAGTCACTGTCCACACTGGGACCAGCACCAGGTG
GAAACAGACCACAGAACATGAACAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCACG
GCGGAAATACAGCTGACTGACTACGGAGCCCTCACACTGAACTGCTCACCTAG
AACGGGCTGACTTTAATGAGATGGTGCTATTGACAATGAAAGAAAAATCATGGC
TTATCCACGAACAATGGTTTTCAACTTACCATTGCCATGGACTTAGGGGCTTCA
ACACCT

>BARCODEO08
CGATCACTCAAAAGGGATCATTTTCATCTTGCTGATGCTGGTGACACCATCAAT
GGCCATGCGATGCGTGGGAATAGGCAACAGAGACTTTGTTGAAGGACTGTCAG
GAGCAACGTGGTGGACGTGGTATTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATG
GCAAAAAATAAACCAACATTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACGAAC
CCTGCCGTCTTGGAAACTGTGCATTGAAGCCAAAATATCAACACCACCACCGAT
TCAAGATGTCCAACACAAGGAGAGGCTACACTGGTGGAAGAACAAGACGCGAA
CTTTGTGTGTCGCCGAACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGTAATGGCTGTGGACT
ATTCGGAAAGGGAAGTCTATTGACGTGTGCCGAGTTCAAGTGTGTGACAAAAC
AAGGAAAGATAGTTCAATATGAAAACTTAAAATATTCAGTGATAGTCACTGTCCA
CACTGGGGACCAGCACCAGGTGGACAACACAACATGGAACAATTCAACCATAA
CACCTCAAGCTCCACGTCGGAAATACAGCTGACTGACTACGGAGCCCTCCACT
GAACTCTCACCTAGAACAGGCTGACTTTATGATGGTGCTATTGACAATGAAAGA
AAATCATGGCTTATCCACAACAATGGTTTCTAACTTACCACTGCCATGGACTTC
GG

>BARCODEOQ9
TTGATGTTGAAGCCCAAGTCCATGGCAGTGGTAAGTTTAAACCATTGTTGTGGA
TAAGCCATGATTTTCCTTTCATTGTCAATAGCACCATCTCATTAAAGTCAGCCCT
GTTCTAGGTGACAGTTCCAGTGTGAGGCTCTGAGTCAGTCAGCTGTATTTCCG
ACGTGGAAGCTTGAGGTGTTATGGTCGCAATTGTTTCATGTTCTGTGGTCTCGT
TCCACCTGGTGCTGGTCCCAGTGTGGACATGACTATCACTGAATATTTTAAGTT
TTCATATTGAACTATCTTTCCTCTAGTTTTGTCACACACTTGAACTGGCACACGT
CAATAGACTTCCCTTCCAATAGTCCACAGCCATTACCCAGCCTCTGTCCACAAA
CGTTCGGCGACACACAAAGTTCACGTCTTGTTCTTCACCAGTGTAGCCTCTCCT
TGTGTTGGACATCTTGAATCGGTGGTGGTGTTTGATATTTTAGCTTCAATGCAC
AGTTTTCGCAAGACGGCAGGGTTCGTGACCTCCGTCTTCAAGAGTTCAATGTC
CAATGTTGGTTTATTTTTTGCCATGGTGGTGACGCAGCTTCCATGCTCCAATAC
CACGTCCACCCACGTTGCTCCTGACAGTCCTTCAACGAAGTCTCTGTTGCCTAT
TCCCACGCATCGCATGGCCATTGATGGTGTCACCAGCATCAGCAAGATGAAAA
TGATCCCTTTTTGAGTGATGGATATTCCTATAGCATGCACTAAAAAAAGAGCTAT
CAC

>BARCODE10
ATCATCAAAAGGATCATTTTCATCTTGCTGATGCTGGTGACACCATCAATGGCC
ATGCGATGCGTGGGAATAGGCAAAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGAGCA
ACGTGTGGACGTGGTATTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATGGCAAAAA
ATAAACCAACATTGGACATTGAACTTTGAAGACGGAGGTCACGAACCTGCCGT
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CTTCGCAAACTGTGCATGAACTTAAAATATCAAATCACCACACCATTCAAGATGT
CCAACACGAGGAGAGGCTACACTGGTGAAGCAGAGACGCGAACTTTGTGTGT
CTGCAACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGGTAATGGCTATGGACTATCGGAAAGG
GAAATGTCTATTGACGTGTGCCAGTTCAAGTGTGTGAAAACTAAGGGAAAGATG
TTCATATGAAAGTTAAAATTTCAGTGATAGTCACGCTGGAATTTCTCAGGCCAG
GTGGAAACGACACCAACATCGAACAATGCACCCGTAACGCCTCAAGCTCCCGT
CGAAATACAGCTAACTGACTACGAGCCCTGCTTCAACTGTTCTAGCCAGGCTG
ACTTGTTGGATAGTGCTATGGCGATGAAGGAAATTTATCGCTTATTCACACGAA
CAATGGTTTCTGATTACCACTGCCATGATTTGGGGG

>BARCODE11
TTTTTAGTGACGATAGGAATATCATCACTCAAAAGGGATCATTTTCATCTTGCTG
ATGCTGGTGACACCATCAATGGCCATGCGATGCGTGGAATAGGCAACAGAGAC
TTCGTTGAAGGACTGTCAGGAGCAACGTGGTGGACGTGGTATTGGAGCATGGA
AGCTGCGTCACCACCATGGCAAAAAATAAACCAACATTGGACATTGAACTCTTG
AAGACGGAGGTCACGAACCCTGCCGTCTTGCGCAAACTGTGCATTGAAGCTAA
AATATCAAACACCACCACCGATTCAAGATGTCCAACACAAGGAGAGGCTACACT
GGTGAAGAACAAGACGCGAACTTTGTGTGTCGCCGAACGTTTGTGGACAGAGG
CTGGGTAATGGCTGTGGACTATTCGGAAAGGGAAGTCTATTGACGTGTGCCAA
GTTCAAGTGTGATGACAAAACTAAAGGGAAAGATAGTTCAATATGAAAACTTAA
AATATTCAGTGATAGTCACTGTCCACACTGGGACCACATCAGGTGGAAGAGAC
CACAGAACATGAACAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCACGTCGGAAATAC
AGCTGACTGACTCAGGAGCCCTCACACTGGACTGCTCACCTAAAACGGGCTGG
ACTTAATGAGATGGTGCTATTGACAATGAAAGAAAAATCATGGCTTGTCCACGA
ACAATGGTTTTAAACTTACCACTGCCATGGACTTTGGGGGCTTCAACACTCAAG
AGACCTGGAACAAGC

>BARCODE12
CATCACTCAAAGGGATCATTTTCATCTTGCTGATGCTGGTGACACTCAATGGCC
ATGCGATGCGTGGGAATAGGCAACAGAGACTTTGTTGAAGGACTGTCAGGAGC
AACGTGGGTGGACGTGGTATTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATGGCA
AAAAATAAACCAACATTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACGAACCCT
GCCGTCTTGCGCAAACTGTGCATTGAAGCTAAAATATCAAACACCACCACCGAT
TCAATATCCAACACAAGGAGAGGCTACACTGGTGGAAGAACAAGACGCGAACT
TTGTGTGTCGCCGAACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGGTAATGGCTGTGGACTA
TTCGGAAAGGGAAGTCTATTGACGTGTGCCAAGTTCAATGTGTGACAAAACTAG
AGGGAAAGATAGTTCAATATGAAAACTTAAAATATTCAGTGATAGTCACTGTCCA
CACTGGGGACCAGCACCAGGTGGGAACAGACCACAGAACATGAACAATTGCA
ACCATAACACCTCAAGCTCCACATCGGAAATACAGCTGACTGACTACGGAGCC
CTCACACTGAACTGCTCACCTAAACGGGCTGGACTTAATGAGATGGTGCTATT
GACAATGAAAAATCATGGCTTATCCACGAACAATGGTTTCTAATTACCACTGCC
ATGGACTTCGGGG

>BARCODE14
TTTATGTTCTGTGGTCTCCACCTGGTGCTGGTCCCAGTGTGGACAGTGACTATC
ACTGAATATTTTAAGTTTTCATATTGAACTATCTTTCCTAGTTTTGTCACACATTG
AACTTGGCACACGTCAATAGACTTCCCTTTCCAATAGTCCACAGCCATTACCCA
GCCTCTGTCCACAAACGTTCGGCGACACACAAAGTTCATCGTTCTTCCACCAGT
GTAGCCCTCTCCTTGTGTTGGACATCTTGAATCGGTGGTGGTGTTTGATATTTT
TAGCTTCAATGCACAGTTCAACGGAGTCGTGACCTCCGTTTCAGAGTTCCAATG
TCAATGTTCATTATTTTTGCAGCTCCCAATACCACGTCCACCCACGTTGCTCCT
GACAGTCCTTCAACGAAGTCTGTTGCCTATTCCCACGCATCGCATGGCCATTG
ATGGTGTCACCAGCATCAGCAAGATGAAAATGATCCCTTTTT
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>BARCODE15
ACTGAGGCGAAACCAGATGACGTTGACTGCTGGTGCAATGCCCGCACATGGG
TGACCTATGGACGTGTTCTCAAACCAGCGAACACCGACGAGAAACGTTCCGTG
GCACTGCCCACACGGAACTGGTCTAAACAAGAACCGAAACATGGATGTCCTCT
GAAGCGCCTGAAACAAATCAAAAAATGGAACTTGGCTTTGACACCCAGATTCAC
GGTGATAGCTTTTTTTTAGCGCATGCTATAGGAACATCCATCACTCAAAAAGGG
ATCATTTTCATCTTGCTGATGCTGGTGACACCATCAATGGCCATGCGATGCGTG
GGAATAGGCAACAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGAGCAACGTGGTGGA
CGTGGTATTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATGGCAAAAAATAAACCAA
CATTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACGAACCCTGCCGTCTTGCGC
AAACTGTGCATTGAAGCTAAAATATCAAACACCACCACCGATTCAGATGTCCAA
CACAAGGAGAGGCTACACTGGTGGAAGAACAAGACGCGAACTTTGTGTGTCGC
CGAACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGTAATGGCTGTGGACTATTCGGAAAGGG
AAGTCTATTGACGTGTGCCAAGTTCAAATGTGTGACAAAACTAGAGGGAAAGAT
AGTTCAATATGAAAACTTAAAATATTCAGTGATAATCACTGTCCACACTGGGACC
AGCACCAGGTGGAAACGAGACCACAGAACATGGAACAATTGCAACCATAACAC
CTCAAGCTCCACGTCGGAAATACAGCTGACTGACTACGGACCCTCACACTGGA
CTGCTCACCTAAACGGGCTGACTTTATGAGATGGTGCTATGACAATGAAAGAAA
ATCATGGCTTGTCCACAACAATGGTTTCTACTTACCACTGCCATGGACTGGGGC
TTCAA
>BARCODE16
GTTCAGGTCTTGATGTTGAAGCCCCCGAAGTCCATGGCAGTGGTATGAGAAAC
CATTGTTTGTGGACAAGCCATGATTTTTCTTTCATTGTCAATAGCACCATCTCAA
AGTCCAGCCCGTTAGGTGAGCAGTCCAGTGTGAGGGCTTCGTAGTCAGTCAG
CTTATTCCGACGTGGGAGCTTGAGGTGTTATGGTTGCAATTGTTCCATGTTCTG
TGGTTCATTTCCACCTGGTGCTGGTCCCAGTGTGGACATGACTATCACTGAATA
TTTTAAGTTTTCATATTGAACTATCTTTCCCTCTAGTTTTGTCACACACTTGAACT
TGGCACACGTCAATAGAACTTCCCTTTCCGATAGTCCACAGCCATTACCCCAGC
CTCTGTCCACAAACGTTCGGCGACACACAAAGTCGCGTCTTGTTCTTCACCAGT
GTAGCCTTCCTTGTGTTGGACATCTTGAATCGGTGGTGGTGTTTGATATTTTAG
CTTCAATGCACAGTTTGCGCAAGACGGCAGGGTTCGTGACCTCCGTTTTCAAA
AGTTCAATGTCCAATGTTGGTTTATTTTTTGCCATGGTGGTGACGCAGCTTCCA
TGCTCCAATACCACGTCCACCCACGTTGCTCCTGACAGTCCTTCAACGAAGTCT
CTGTTGCCTATTCCCACGCATCGCATGGCCATTGATGGTGTCACCAGCATCAG
CAAGATGAAAATGATTCCTTTTGAGTGATGATTCCTATGCGTC
>BARCODE17
TGGTTTACTTTAAGATGTTGAACCCGAATTGATGGCAGTGGTAGTTTATAAGTC
ATTGTTCGTGGACAAGCCGTGTTTTCTTTTTATTGTGCATAGCACCATTCATCAA
GTCCAGCTCGTTGAGGTGAGGAGTTGAGTGCGAGGGCTCGAGTCAGTCAGCT
GTATTTGACGTGGGAGCTTGGAGGCGTTATGGTCTCAATTGTTCCATGTTTGTA
TCGCTTCCACTGGTGCTGGTCCCAGTGTGGAGTGGCTTATCTGGAATTTTTTTC
ATATTGAACTCTCTTAGTTTTTCACACTTGAACTGGTATATGATAGATTTCCCTTT
CCAAGTTCATAGCCATTACCCAGCCTCAAACGTTCGGCGACACACAAAGTTCG
CGTTTGTTCTTTCACCATGTAGCCTCTCCTTGTGTTGGACATCTTCAATTGGTG
GTGGTGTTTGATATTTTAGCTTCAATGCACAAGTTCCCCAACGGCAGGTTCGTG
ACCTCCGTTTCAGAGTTCAATGTCAATGTTGGTTTATTTTTTGCCATGGTGGTGA
CGCAGCTTCCATGCTCCAATACCACGTCCACCCACGTTGCTCCTGACAGTCCT
TCAACGAAGTCTCTGTTATTTCCACGCATCGCATGGCCATTGATGGTGTCACCA
GCATCAGCAAGATGAAATGATCCCTTTTGAGTGATGGATGTTCCTATGGCATGC
ACTAAAAAA
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>BARCODE18
CCCTGAAGTCCATGGCAGTGGTAAGTTAGAAACCATTGTTTGTGGACAAGCCA
TGATTTTTTTTTATTATAGCACCATCTCATTAAAGTCCAGCCCTGTTCTAGGTGA
GCAGTCCAGTGTGAGGCTCGTGGTCAGTTAGCTGTATTTCCGACGTGGAGCTT
GAGGTGTTATGGTTGCAATTGTTCATGTTCTGTGGTCTCGTTTCCACCTGGTGC
TGTCCAGTGTGACAGTGACTATCACTGAATATTTTAAGTTTTCATATTGAACTAT
CTTCTAGTTTGTCACACACTTGAACTTGGCACACGTCAATAGACTTCCCTTCCG
ATATTCCACAGCCATTACCCCAGCCCTGTCCACAAACGTTCGGCGACACACAA
GTTCACGTCTTGTTCTTCCACCAGTGTAGCCTCTCCTTGTGTTGGACATCTTGA
ATCGGTGGTGATGTTGATATTTTAGCTTCAATGCACAGTTTGCGCAAGACGGCA
GGGTTCGTGACCTCCCGTCTTCAAGAGTTCAATGTCCAATGTTGGTTTATTTTTT
GCCATGGTGGTGACGCAGCTTCCATGCTCCAATACCACGTCCACCCACGTTGC
TCCTGACAGTCCTTCAACGAAGTTCTGTTGCCTATTTCCACGCATCGCATGGCC
ATTGATGGTGTCACCAGCATCAGCAAGATGAAAATGATCCTTTTTGAGTGATGG
ATGTTCCTATAGCATGCCTAAAAAAAGCTATACC

>BARCODE19
TGTTCCAGGTCTGAGATGTTGAAGCCCCAAGTCCATGGCAGTGGTAAGTCTAG
AAACCATTGTTTGTGGATAAGCCATGATTTTTCTTTTCATTGTCAATAGCACCAT
CTCATTAAAGTCAGCCCGTTCTAGGTGAGCAGTTCAGTGTGAGGGCTCCGTAG
TCAGTCAGCTGTATTTCCGACGTGGAGCTTGAGGTGTTATGGTTGCAATTGTTC
ATGTTCTGTGGTCTCGTTTCCACCTGGTGCTGGTCCCAGTGTGGACAGTGACT
ATCACTGAATATTTTAAGTTTTCATATTGAACTATCTTTCCCTCTAGTTTTGTCAC
ACTTGAACTTGGCACACGTCAATAGACTTCCCTTTCCGAATAGTCCACAGCCAT
TACCCAGCCTCTGTCCACAAACGTTCGGCGACACACAAAGTTGCGTCTTGTTCT
TCCACCAGTGTAGCCTCTCCTTGTGTTGGACATCTTGAATCGGTGGTGGTTTTG
ATATTAGCTTCAATGCACAGTTTGCGCAAGACGGCAGGGTTCGTGACCTCCGT
CTTCAAGAGTTCAATGTCCAATGTTGGTTTATTTTTTGCCATGGTGGTGACGCA
GCTTCCGTGCTCCAATACCACGTCCACCCACGTTGCTCCTGACAGTCCTTCAA
CGAAGTCTCTGTTGCCTATTCCCACGCATCGCATGGCCATTGATGGTGTCACC
AGCATCAGCAAGATGAAAATGATTCCTTTTTGAGTGATGGATGTTCCTATAGCA
TGCGCTAAAAAAAGAGCTATCACCT

>BARCODEZ20
CCGTTGTTCCAGGTCTCTTGAGATGTTGAAGCCCCCGAAGTCCATGGCAGTGG
TAAGTTAGAAACCATTGTTCGTGGATAAGCCATGATTTTTTTCATTGTCAATAGC
ACCATCTCATTAAAGTCCAGCCCGTTCTAGGTGAGCAGTCCAGTGTGAGGGCT
TCAGTCAGTCAGCTGTATTTCCGACGTGGGAGCTTGAGGTGTTATGGTTGCAA
TTGTTCATGTTCTGTTCTTTTTCCACCTGGTGCTGGTCCCAGTGTGACAGTGAC
TATCACTGAATATTTTAAGTTTTCATATTGAACTATCTTTCCCTCTAGTTTTGTCA
CACACTTGAACTTGGCACACGTCAATAGACTTCCCTTTCGAATAGTCCACAGCC
ATTACCCCAGCCTCTGTCCACAAACGTTCGGCGACACAGAAATTCGCTCTTTCT
TCTTCACCAGTGTAGCTCTCCTTGTGTTGGACATCTTGAATCGGTGGTGGTGTT
GATATTTAGCTTAAATGCACAGTTTGCGCAACGGCAGGGTTCGTGACCTCCGT
CTTCCAGGGTTCAATGTCCAATGTTGGTTTATTTTTTGCCATGGTGGTGACAGC
TTCCATGTAACCACGTCCACCACGTTGCTCCTGACAGTCCTTCAACAAAGTCTC
TGTTGCCTATTCCCACGCATCGCATGGCCATTGATGGTG

>BARCODE21
CACACGAGGGGAGAGCACATGATATTCATGAGCAGGAAGGGAAATCACTCTTT
TTAAGGCCTCTGGGCGTCGATGTGCCACCCTCATTGCGATGCTGGAGGGTTGT
GAACGATGACTAAATCGCCCCGGATCACTGGCGAACCGGATGACGTTGACTGC
TGGTGCAATGCCACGACACATCGGTGACCTATGGGACGTGTTCTCAAACCGGC
AACCGGGCGAAACGTTCGTGGCACTCGCCCCCACGTCAACTGGTCTGAACAAA
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GAACATGGATGTCCTCTGAAGGCGCTGGAAACAAATACAAAAATTGAAACTGG
GCTTTCGACGCCCAGTCACGGTGATAGCTCTTTTTAGCGCATGCTCTAGGAAC
ATCCATCACTCAAAGGGATCATTTTCATCTTGCTGATGCTGGTGACACCATCAA
TGGCCATGCGATGCGTGGGAATAGGCAAGAAAGACTTCGTTGAAGGACTGTCA
GGAGCAACGTGGTGGACGTGGTATTGGAACATGGAAGCTGCGTCACCACCAT
GGCAAAAAATAAACCAACATTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACGA
ACCTGCCGTCTTGCGCAAACTGTGCATTGAAGCTAAAATATCAACATCACCACC
GATTCAAGATGTCCAACACAAGGAGAGGCTACGCTGGTGAAGAACAAGACGCG
AACTTTGTGTGTCGCCGAACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGGTAATGGCTGTGG
ATGATTGGAAAGGGAAGTATTGACGTGTGCCAAGTTCAAGTGTGTGACAAGAG
GAAAGATAGTTCAATATGAAAACTTAAATATTCAGTGATACTGTCACACTGGGA
CCAGCACCAGGTGGAAAGAACATAGAACATGGAACAATTGAAC

>BARCODE22
GATAGCTTTTTTAGTGATGATAGGAATATTCATCACTCAAAAGGGATCATTTTCA
TCTTGCTGATGCTGGTGACACCATCAATGGCCATGCGATGCGTGGAATAGGCA
ACAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGAGCAACGTGGGTGGACGTGGTATTG
GAGATGGAAGCTGCGTCACCACCATGGCAAAAAATAAACCAACATTGGACATT
GAACTCTTGAAGACGGAGGTCACGAACCCTGCCGTTCTGCGCAAACTGTGCAT
TGAAGCTAAAATATCAAACACCACCACCAGATTCAAGATGTCCAACACAAGGAG
AGGCTGCACTGGTGGAACAAAAGACGTGAACTTTTGCGTCGCTGAACGTTTGT
GGACAGAGGCTGGGTAATGGCTGTGGAATTATTGGAAAGGAAGTTATTGACGT
GTGCCAAGTTCAAGTGTGTGACAAAACTAGAGGAAAGATAGTTCAATATAAAAC
TTAAAATATTCAGTGATAATCACTGTCCACACTGGTACCAGCACCAGGTGGAAA
CGAGACCACAGAACATGGAACAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCCACGT
CGAAATACAGCTGACTGACTACGCACCCTCACACTGGACTGTCACCTAAAACA
AGCTGACTTTAATGAGATGTTGACAATGAAAAGAAATCATCGCTTGTCCACAAC
AATCGTTTCTGCTTACCACTGCCATGAACTCAGGGCTTCAACATCGACCTAAAA
C

>BARCODEZ23
TGTTCCAGGTCTCTTGAGATGTTGAAGCCCCAAGTCATGGCAGTGGAGTTAGA
AACTCATTGTTGTGGATAAGCCATGATTTTCTTTCATTGTCAATAGCACCATCTC
ATTAAGTCAGCCCGTTGAGGTGAGCAGTTCAGTGTGAGGGCTCCTAGTCAGTC
AGCTGTATTTCCGACGTGGAGCTTGAGGTGTTATGGTTGCAATTGTTCCATGTT
CTGTGGTCTCTTCCACCTGCGCTGGTCCCAGTGTGGACAGTGACTATCACTGA
ATATTTTAAGTTTTCATATTGAACTATCTTTCCCTCTAGTTTTGTCACACACTTGA
ACTTGGCACACGTCAATAGATTTCCCTTTCCAATAGTCCACAGCCATTTCCCCA
GCCTCTGTCCACAAACGTTCGGCGACACACAAAGTTCGCGTCTTGTTCTTCCA
CCATGTAGCCTCTCCTTGTGTTGGACATCTTGAATCGGTGGTGATGTTGATATT
TTAGCTTCAATGCACAGTTTTGCACAACGGCAGGGTTCGTGACCTCCGTCTTCA
AGAGTTCAATGTCCAATGTTGGTTTATTTTTTGCCATGGTGGTGACGCAGCTTC
CATGCTCCAATACCACGTCCACCCACGTTGCTCCTGACAGTCCTTCAACGAAG
TCTCTGTTCCTATTCCACGCATCGCATGGCCATTGATGGTGTCACCAGCATCAG
CAAGATGAAAATGATCCCTTTTGAGTGATGGATTTCCTATACATGCACTAAAAAA
A

>BARCODE24
CAGCTTTTTTTAGCGCATGCTATAGGAATATCCATCACTCAAAAGGGATCATTTT
CATCTTGCTGATGCTGGTGACACCATCAATGGCCATGCGATGCGTGGAATAGG
CAACAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGAGCAACGTGGGTGGACGTGGTAT
TGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATGGCAAAAAATAAACCAACATTGGAC
ATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACGAACCCTGCCGTCTTCGCAAACTGTGC
ATTGAAGCTAAAATATCAAACACCACCACCAATTCAAGATGTCCAACACAAGGA
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GAGGCTACACTGGTGGAAGAACAAGACGCGAACTTTGTGTGTCGCCGAACGTT
TGTGGACAGAGGCTGGGTAATGGCTGTGGAACTAATCGGAAAGGAAGTCTATT
GACATGTGCCAAGTTCAATGTGTGACAAAAACTAGAGGGAAAGATAGTTCAATA
TGAAAACTTAAAATATTCAGTGATAGTCACTGTCACACTGGGAACCAGCACCAG
GTGGAAACGAGACCACAGAACATGAACAATTGCAACCATAACACCTCAACTCC
CACGTTGGAAATACAGCTGACTGACTACAGGAGCCCTCACACTGGACTCTCAC
CTAGAACAGGGCTGACTTTAATGAGATGGTGCTATTGACAATGAAAGAAAAATC
ATGGCTTATCCACAACAATGGTTTCTAAACTTACCACTGCCATGGACTTGGGGG
CTTCAACATCTCAAGAGACCTGGAACAGACGG

>BARCODE25
TTTTTTAGTGATGTGATAAACATCCATCAAAAAGGGATCATTTTCATCTTGCTGA
TGCTGGTGACACCATCAATGGCCATGCGATGCGTGGGAATAGGCAACAGAGA
CTTCGTTGAAGGACTGTCAGGAGCAACGTGGTGGACGTGGTATTGGAGCATG
GAAGCTGCGTCACCACCATGGCAAAAAATAAACCAACATTGGACATTGAACTCT
TGAAGACGGAGGTCACGAACCCTGCCGTCTTGCGCAAACTGTGCATTGAACTA
AAATATCAAACACCACCACCGATTCAATGTCCAACACAAGGAGAGGCTACACTG
GTGGAAGAACAAGACGCGAACTTTTTGTGTCGCCGAACGTTTGTGGACAAAGG
CTGGGTAATGGCTGGACTATCGGAAAGGGAAGTCTATTGACGTGTGCCAAGTT
CAATGTGTGACAAAACTAGAGGGAAAGATAGTTCAATATGAAAACTTAAAATATT
CAGTGATAGTCACTGTCCACACTGGAACCAGCACCAGGTGGAACAGAGACCAC
AGAACATGAACAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCACGTCGGAAATACAGC
TGACTGACTCAGAGCCCTCACACTGAACTGCTCACCTAGAACGGGCTGGACTT
TAATGAGATGGTGCTATTGACAATGAAAGAAAAATCATGGCTTATCCACGAACA
ATGGTTTCTAGACTTACCACTGCCATGGACTTCGGGGCCTCAACATCTCAGAC
CTGGAACAAGCG

>BARCODEZ27
TGGCCATAGCTTTTTTTAGCGCATGCTATAGGAACATCCATCACTCAAAAGGGA
TCATTTTCATCTTGCTGATGCTGGTGACACCATCAATGGCCATGCGATGCGTGG
GAATAGGCAACAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGAGCAACGTGGTGGAC
GTGGTATTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATGGCAAAAAATAAACCAAC
ATTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACGAACCCTGCCGTCTTGCGAA
ACTGTGCATTGAAGCTAAAATATCAACACCACCACCGATTCAAGATGTCCAACA
CAAGGAGAGGCTACACTGGGGAAGAACAAGACGCGAACTTTGTGTGTCGCCG
AACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGGTAATGGCTGGAATGATTCGGAAAGGGAA
GTCTATTGACGTGTGCCAAGTTCAAGGTGTGACAAAACAAGAGGAAAGATAGTT
CAATATGAAAACTTAAAATATTCAGTGATAGTCACTGTCACACTGGATACCAGC
ACCAGGTGGAAACGAACCACAGAACCTGGAACAATTGCAACCATAACACCTCA
AGCTCCACGTCGGAAATACAGCTGACTGACCACGGAGCCTCGCACTGGACTG
CTCACCTAGAAACATCAATGCAATGAGATGGTGTATTGACAATGAAAGAAAAAT
CATGGCTTTCCACAACAATGGTTTCTCAACTTACCACTGCCATGGACTTGGGAG
CTT

>BARCODE?28
TTGAGATGTTGAAGCCCCGAAGTCCATGGCAGTGGTAAGTTGTAAAACCATTGT
TGTGGATAAGCCATGATTTTCTTTCATTGTCAATAGCACCATCTCATTAAAATCC
AGCCCTGTTCTAGGTGAGCAGTCCAGTGTGAGGGCTCCGTAGTCAGTCAGCTG
TATTTCCGACGTGAGCTTGAGGTGTTATGGTTGCAATTTTCATGTTCTGTGGTTT
CCACCTGGTGCTGGTCCCAGTGTGACAGTGATTATCACTGAATATTTTAAGTTT
TCATATTGAACTATCTTTCCCTCAGTTTTGTCACACTTGAACTGGCACACGTCAA
TCAACTTCCCTTTCCGAATAGTCCACAGCCATTACCCAGCCTCTGTCCACAAAT
CGGCGAGACACAAAGTTCGCGTCTTGTTTTTCCACCAGTGTAGCCTCTCCTTGT
GTTGGACATCTTGAATCGGTGGTGGTGTTTGATATTTTAGCTTCAATGCACAGT



97

TTGCGCAAACGGCAGGGTTCGTGACCTCCGTCTTCAGGAGTTCAATGTCCAAT
GTTGGTTTATTTTTTGCCATGGTGGTGACGCAGCTTCCATGCTCCAATACCACG
TCCACCCACGTTGCTCCTGACAGTCCTTCAACGAAGTCTCTGTTGCCTATTCCC
ACGCATCGCATGGCCATTGATGGTGTCACCAGCATCAGCAAGATGAAAATGAT
CCCTTTTGAGTGATGGATATTCCTATAGCATGCGCTAAAAAAAGCTATCACCA
>BARCODE29
GAAGTCCATGGCAGTGATGTCAAAGTCATTGTTTGTGGACAGCCATGATTTCTT
CATTGTCAATACCATCTGATTAAGTTGCCTGTTGAGGTGACATCCAGTGTCAGG
CTTCGTTAGTAAGTCAGCTTATTTCAATCGATGTGGAGTTGAGGTGTTATGGTT
CAATTGTTCATGTTTATCATTTCCGCCACCTGTAATCCCAGTGTGACATGGATTA
TCACTCATATTTTAAGTTTTCAATTGAACTATCTTTCCTCGTTTTGTCACACTTGA
ACTTGGCACACGTCAATAGACTTCCCTTCGATCATCCACAGCCATACCCCAGC
CTCGTCCACAAACGTTCGGCGACACACAAAGTTCGCGTCTTGTTCTTCCACCA
GTGTAGCCTCTCCTTGTGTTGGACATCTGAAATCGGTGGTGGTGTTGATATTTT
AGCTTCAATGCACAGTTTGCGCAAGACGGCAGGGTTCGTGACCTCCGTCTTCA
AGAGTTCAATGTCCAATGTTGGTTTATTTTTTGCCATGGTGGTGACGCAGCTTC
CATGCTCCAATACCACGTCCACCACATGCTCCTGACAGTCCTTCAACGAATCTC
TGTTGCCTATTCCACGCATCGCATGGCCATTGATGGTGTCACCAGCATCAGCA
AGATGAAAATGATCCTTTTGAGTGATGGATGTTCCTATCGCATCGCTAAAAAAG
CTATCACCTG

>BARCODE30
CATGCTATAGGAACATCATCACTCAAAAAGATCATTTTCATCTTGCTGATGCTG
GTGACACCATCAATGGCCATGCGATGCGTGGGAATAGGCAACAGAATTCGTTG
AAGGACTGTCAGGAGCAACGTGGGTGGACGTGGTATTGGACATGGAAGCTGC
GTCACCACCATGGCAAAAAATAAACCAACATTGGACATTGAACTCTTGAAGACG
GAGGTCAAACAACCCTGCCGTCTTGGAAACTGTGCATTGATCAAAAATCAAACA
CCACCACCATTCAAGATGTCCAACACAATGAGGCTACACTGGTGGAGAGACCA
AAATGAATTTGTCTGCCGCCGAACGTTTGTGGACAAGGCTGGGTAATGGCTGT
GGACTATCAATCGAAAAACTATTGACTGTGCCAAGTTAATGTGTGACAAAACTA
GAGGGAAAGATAGTTCAATATGAAAACTTAAAATATTCAGTGATAGTCAGTCCA
CACTGGAACCACAGGTGGAAACCAGACCACAGAACATGAACAATTGCAACCAT
AACACCTCAAGCTCCTACGTCGGAAAATACACTGACTGAAACAGAAGCCTCAC
ACTGGACTGCTCACCTAAAACAGGGCTGGACTTAATGAGATGGTGCTTTGACA
ATGAAAGAAAAATCATGGCTTATCCACAAACAATGGTTTCTCAACCTACCACTG
CCATG

>BARCODE31
CCGCTGTTCCAGGTCTGAGATGTTGAAGCCCCCGAAGTCCATGGCAGTGGTAA
GTCAGAAACCATTGTTCGTGGATAAGCCATGATTTTTCTTTCATTGTCAATAGCA
CCATCTCATTAAAGTCAGCCCTGTTCTAGGTGACAGTCCAGTGTGAGGCTCCT
GAGTCAGTCAGCTGTATTTCCGACGTGGAGCTTGAGGTGTTATGGTTCAATTGT
TCATGTTCTGTGGTCTGTTTCCACCTGGTGCTGGTCCCCAGTGTGGACAGTAA
CTATCACTGAATATTTTAAGTTTTCATATTGAACTATCTTTCCTCTAGTTTTGTCA
CACACTTGAACTTGGCACACGTCAATAGACTTCCTTTCCGAATAGTCCACAGCC
ATTACCCCAGCCTCTGTCCACAAACGTTCGGCGACACAAAGTTCGCGTCTTGTT
CTTCCACCAGTGTAGCCTCTCCTTGTGTTGGACATATTTGAATGGTGGTGGTGT
TTGATATTTTAGCTTCAATGCACAGTTTGCGCAAGACGGCAGGGTTCGTGACCT
CCGTCTTCAAGAGTTCAATGTCCAATGTTGGTTTATTTTTTGCCATGGTGGTGA
CGCAGCTTCCATGCTCCAATACCACGTCCACCCACGTTGCTCCTGACAGTCCT
TCAACGAAGTCTCTGTTGCCTATTCCACGCATCGCATGGCCATTGATGGTGTCA
CCAGCATCAGCAAGATGAAAATGATCCCTTTTTGAGTGATGGATGTTCCTATAG
CATGCGCTAAAAAAAGCTATCACCAT
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>BARCODE32
AGCTTTTTTTAGTGATGATGATAGGAATATCCATCACTCAAAAGGGATCATTTTC
ATCTTGCTGATGCTGGTGACACCATCAATGGCCATGCGATGCGTGGGAATAGG
CAACAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGAGCAACGTGGGTGGACGTGGTAT
TGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATGGCAAAAAATAAACCAACATTGGAC
ATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACGAACCCTGCCGTCTTGCGCAAACTGTG
CATTGAAGCTGAAAATATCAAACACCACCACCATTCAAGATGTCCAACACAAGG
AGAGGCTACACTGGTGGAAGAACAACGCGAACTTTGTGTGTCGCCGAACGTTT
GTGGACAGAGGCTGGGGTAATGGCTGTGGACTATTGGAAAAGGAAGTTCTATT
GACGTGTGCCAAGTTCAAGTGTGTGACAAAACTAGAGGGAAAGATAGTTCAAT
ATGAAAACTTAAAATATTCAGTGATAGTCACTGTCCACACTGGGACCAGCACCA
GGTGAAAACGAACCACAGAACATGAACAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTC
CCATTGGAAATCAGTTGACTGACTAGAAGTCCTCACACTGACTGCTCACCTAAA
CAGGCTGGCTTAATGAGATGGT

>BARCODE33
CGTTTGTTCAGGTCTCTTGAGATGTTGAAGCCCCCGAAGTCCATGGCAGTGGT
AAGTTTAGAAACCATTGTTCGTGGACAAGCCATGATTTTTCTTTCATTGTCAATA
GCACCATCTCATTAAAGTCCAGCCCGTTCTAGGTGAGCAGTCCAGTGTGAGGG
CTCCGTAGTCAGTCAGCTGTATTTCCGACGTGGAGCTTGAGGTGTTATGGTTG
CAATTGTTCATGTTGTGGTCTCGTTTCCACCTGGTGCTGGTCCCAGTGTGGACA
GTGACTATCACTGAATATTTTAAGTTTTCATATTGAACTATCTTTCCTCTAGTTTT
GTCACACACTTGAACTTGGCACACGTCAATAGACTTCCCTTTCCGAATAGTCCA
CAGCCATTACCCCAGCCTCTGTCCACAAACGTTCGGCGACACACAAAGTTCGC
GTCTTGTTCTTCCACCAGTGTAGCCTCTCCTTGTGTTGGACATCTTGAATGGTG
GTGGTGTTTGATATTTTAGCTTCAATGCACAGTTTGCGCAAGACGGCAGGTTCG
TGACCTCCGTCTTCAAGAGTTCAATGTCCAATGTTGGTTTATTTTTTGCCATGGT
GGTGACGCAGCTTCCATGCTCCAATACCACGTCCACCCACGTTGCTCCTGACA
GTCCTTCAACGAAGTCTCTGTTGCCTATTCCACGCATCGCATGGCCATTGATGG
TGTCACCAGCATCAGCAAGATGAAAATGATCCCTTTTGAGTGATGGATATTCCT
ATCACATCACTAAAAAAAGCTGTACC

>BARCODE34
TAGGATATTCATCACTCAAAGGATCATTTTCATCTTGCTGATGCTGGTGACACC
ATCAATGGCCATGCGATGCGTGGGAATAGGCAACAGAGACTTCGTTGAAGGAC
TGTCAGGAGCAACGTGGGTGGACGTGGTATTGGAGCATGGAAGCTGCGTCAC
CACCATGGCAAAAAATAAACCAACATTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGT
CACGAACCCTGCCGTCTTGCGCAAACTGTGCATTGAAGCTAAAATATCAAACAC
CACCACCGATTCAAGATGTCCAACACAAGGAGAGGCTACACTGGTGGAAGAAC
AAGACGCGAACTTTGTGTGTCGCCGAACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGTAATG
GCTGTGGACTATTCGGAAAGGAAGTCTATTGACATGTGCCAAGTTCAAGGTGT
AACAAAACTAGAGGAAAGATAGTTCAATATGAAAACTTAAAATATTCAGTGATAG
TCACTGTCCACACTGGGACCAGCACCAGGTGGAAAACGAGACCACAGAACATG
GAACAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCACGTCGAAATACAGCTGACTGAC
TACGGAGCCCTCACACTGAACTGCTCACCTAGAACGGGCTGGACTTTAATGAG
ATGGTGCTTGACAATGAAAGAAAAATCATCGCTTATCCACAACAATGGTTTCTG
ACTTACCACTGCCATGGACTTGGGGGCTTCAACATCTCAACCTGGAACAGC
>BARCODE35
AGCTTTTTTAGCGCATGCTATAGGAACATCCATCACTCAAAAGGGATCATTTTC
ATCTTGCTGATGCTGGTGACACCATCAATGGCCATGCGATGCGTGGGAATAGG
CAACAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGAGCAACGTGGTGGACGTGGTATT
GGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATGGCAAAAAATAAACCAACATTGGACA
TTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACGAACCCTGCCGTCTTGCGCAAACTGTGC
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ATTGAAGCTAAAATATCAAACACCACCACCAATTCAAGATGTCCAACACAAGGA
GAGGCTACACTGGTGGAAGAACAAGACGCGAACTTTGTGTGTCGCCGAACGTT
TGTGGACAGAGGCTGGGTAATGGCTGTGGACTATTGGAAAGGGAAGTCTATTG
ACGTGTGCCAAGTTCAAGTGTGTGACAAAACTAGAGGAAAGATAGTTCAATATG
AAAACTTAAAATATTCAGTGATAGTCACTGTCCACACTGGGGACCAGCACCAGG
TGGAAAAGACCACAGAACATGGAACAATTGCAACCATAACACCTCAACTCCAC
GTCGGAAATACAGCTGACTGACTACGGAGCTCTCACACTGGACTGCTCACCTA
GAACGGGCTGACTTTAATGAGATGGTGCTATTGACAATGAAAAGAAAATCATGG
CTTATCCAGCAACAATGGTTTCTCAACTTACCACTGCCATGGACTTCAGGGGCC
TCAACACCTAAGAGACCTGGAACAGAC

Sequenciamento DENV-2

>BARCODE1
GAATATCAAATAGAGACTTTGTGGAAGGAGTTTCAGGAGGAAGCTGGGTTGAC
ATAGTCCTGGAACATGGAAGCTGTGTGACGACGATGGCAAAAAATAAACCAAC
ATTGGATTTTGAACTGATAAAAACAGAAGCGAAACATCCCGCCAAACTCTAAGG
AAGTATTGCATAGAGGCAAAGCTGACCAACACAACAACAGCATCTCGCTGCCC
AACACAAGGAGAACCTCGCCTAAATGAAGAACAGGACAAAAGATTTGTCTGCA
AACACTCCATGGTAGATAGAGGATGGGGAAATGGGTGCGGATTATTTGGAAAG
GGAGGTATCGTGACCTGTGCAATGTTCACATGCAAAAAGAACATGGAAGGGAA
AATCGTGCAACCAGAAAACTTGGAGTACACCATTGTGATAACACCTCACTCAGG
GGAAGAGAATGCAGTCGGAAATGACACAGGAAAACATGCAATC

>BARCODE?2
CAGCTGCAAAAGTTGGTCTGACCTTGAAGGCTGCTAATAGGGCAAGATAGGTC
ACGCCCATGCCTATGTCATCCGTCATAGTAGCGCCCACCATGACCATCACTCT
CCCCAAATCTCGAAAGGACATGTTCCCTGTGATCAATGTCACGAAAGAGACTG
CAACTAGTAATATTGCATGTTTCGTCCCTACTCGGGTTCTAAGCATCTCTTCCA
GGAACAATGCCATTCCCAAGACTCCTAGTGAGAAGTTGTCAATCTGTCCATGTC
CGGCTGTGACCAAAGAGTTGACCAAGTTCTCTTCTTTCTCTTTCAATGGTCTGA
TTTCCATTCCATACCAGCATCCATCCTCACCTCTATACCTTAGCGGTGGTAATG
TGCAAGATCGACAGCACCATTCTGTTATGAGTTTTCCAGAAGCAGTAGTTGTTC
TTAAGGAGGGTCCTCTATTTCCACAGTCTTCAGTCACCACCACTGTAGTTCCTT
CGCAGAAATCAAAGTCCATCTCAAGCCTGCCTAGATGCCAGGGTCCTGCCGTT
TGTGTATGATAGCCTGGTCTGTAATTGTGTTGTGACACTGGTCCTGCAATATTC
TTTGGAATTATCATCTCACTTTCTAGCACTCCATTACTCCAGAGAGTGTGTGACT
TTGGCCAGTGGCAGCTTTTAACTTCAATAAAAGAAGCTTTCTCAATCTTCCATGT
GTCATTGAGTGCGCTTTCTATCCAATAACCCATGTCGGCGTGGACGGCTCTGT
TGTCTTTTATGGCTGCTGACATGAGTTTTGAGTCACAAGATACATCCTGCCTTT
CTTTCAATTTCAGCCATATGTTAGTGGTGAATACTCCAAAGCCATAGTCTTCAAC
CTCTAGTGAGTTCCAAGCTCTATTTGTGTTGGGACATTCTGCTGTTTCGGGGCC
ATCAATGAGAAAGGTGTGGTTATGAAGCTCTGTGGAGAGCATTTTCGCTTTGCC
CCATGCTTTCCAAGAGTACTTCAGCTCAGTGGGTTGAGGCCGCAGGGATCGTT
TTCCTGCCTGCATGATTCCTTTGATGTCTCCTGTCATGATAGTCAACTTTACCTC
ATTTTCTGTTAGAATGTGATTCAGTTCTGGTGTTATTTGTTTCCACATCAGATTC
TCCAGTCTTGTTACTGAGCGGATTCCACAAATGCCTTCTTCATGAGCCTTCTGG
ATAGCTGAGGCCAGCTTTGAAGGGGATTCTGGTTGGAATTTGTATTGTTCTGTC
CATGTGTGCACGTTGTCTGTGATAAAGATCCCACTGCCACATTTCAGTTCTTTG
TTTTCCAGCTCA

>BARCODE3
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CAGGGGCAGATAGGTCACGCCCATGCCTATGTCATCCGTCATAGTAGCGCCCA
CCATGACCATCACTCTCCCCAAATCTCGAAAGGACATGTTCCCTGTGATCAATG
TCACGAAAGAGACTGCAACTAGTAATATTGCATGTTTCGTCCCTACTCGGGTTC
TAAGCATCTCTTCCAGGAACAATGCCATTCCCAAGACTCCTAGTGAGAAGTTGT
CAATCTGTCCATGTCCGGCTGTGACCAAAGAGTTGACCAAGTTCTCTTCTTTCT
CTTTCAATGGTCTGATTTCCATTCCATACCAGCATCCATCCTCACCTCTATACCT
TAGCGGTGGT

>BARCODE4
AGCTGCAAAAGTTGGTCTGACCTTGAAGGCTGCTAATAGGGCAAGATAGGTCA
CGCCCATGCCTATGTCATCCGTCATAGTAGCGCCCACCATGACCATCACTCTC
CCCAAATCTCGAAAGGACATGTTCCCTGTGATCAATGTCACGAAAGAGACTGC
AACTAGTAATATTGCATGTTTCGTCCCTACTCGGGTTCTAAGCATCTCTTCCAG
GAACAATGCCATTCCCAAGACTCCTAGTGAGAAGTTGTCAATCTGTCCATGTCC
GGCTGTGACCAAAGAGTTGACCAAGTTCTCTTCTTTCTCTTTCAATGGTCTGAT
TTCCATTCCATACCAGCATCCATCCTCACCTCTATACCTTAGCGGTGGTAATGT
GCAAGATCGACAGCACCATTCTGTTATGAGTTTTCCAGAAGCAGTAGTTGTTCT
TAAGGAGGGTCCTCTATTTCCACAGTCTTCAGTCACCACCACTGTAGTTCCTTC
GCAGAAATCAAAGTCCATCTCAAGCCTGCCTAGATGCCAGGGTCCTGCCGTTT
GTGTATGATAGCCTGGTCTGTAATTGTGTTGTGACACTGGTCCTGCAATATTCT
TTTGGAATTATCATCTCACTTTCTAGCACTCCATTACTCCAGAGAGTGTGTGACT
TTGGCCAGTGGCAGCTTTTAACTTCAATAAAGGAAGCTTTCTCAATCTTCCATG
TGTCATTGAGTGCGCTTTCTATCCAATAACCCATGTCGGCGTGGACGGCTCTG
TTGTCTTTTATGGCTGCTGACATGAGTTTTGAGTCACAAGATACATCCTGCCTTT
CTTTCAATTTCAGCCATATGTTAGTGGTGAATACTCCAAAGCCATAGTCTTCAAA
TGAGTTAGTATTTGATCTGCTTTTGTAGT

>BARCODE5
AATACGCCTTTCAATATGCTGAAACGCGAGAGAAACCGCGTGTCAACTGTGCA
GCAGCTGACAAAGAGATTCTCACTTGGAATGCTACAGGGACGAGGACCACTGA
AACTGTTCATGGCCCTGGTGGCATTCCTTCGTTTCCTAACAATCCCGCCAACAG
CAGGGATATTAAAAAGATGGGGAACAATCAAAAAATCAAAGGCTATCAATGTCT
TGAGAGGGTTCAGGAAAGAGATTGGAAGGATGCTGAACATCTTGAACA
>BARCODEG
TTGTTCTGTCCATGTGTGCACGTTGTCTGTGATAAAGATCCCACTGCCACATTT
CAGTTCTTTGTTTTTCCAGCTCACAACGCAACCACTATCGGCCTGCACCATAAC
TCCCAAATACAATGTCACGACTCCCACTAATACTAGTGACAC

>BARCODE7
CAGCTGCAAAAGTTGGTCTGACCTTGAAGGCTGCTAATAGGGCAAGATAGGTC
ACGCCCATGCCTATGTCATCCGTCATAGTAGCGCCCACCATGACCATCACTCT
CCCCAAATCTCGAAAGGACATGTTCCCTGTGATCAATGTCACGAAAGAGACTG
CAACTAGTAATATTGCATGTTTCGTCCCTACTCGGGTTCTAAGCATCTCTTCCA
GGAACAATGCCATTCCCAAGACTCCTAGTGAGAAGTTGTCAATCTGTCCATGTC
CGGCTGTGACCAAAGAGTTGACCAAGTTCTCTTCCTTCTCTTTCAATGGTCTGA
TTTCCATTCCATACCAGCATCCATCCTCACCTCTATACCTTAGCGGTGGTAATG
TGCAAGATCGACAGCACCATTCTGTTATGAGTTTTCCAGAAGCAGTAGTTGTTC
TTAAGGAGGGTCCTCTATTTCCACAGTCTTCAGTCACCACCACTGTAGTTCCTT
CGCAGAAATCAAAGTCCATCTCAAGCCTGCCTAGATGCCAGGGTCCTGCCGTT
TGTGTATGATAGCCTGGTCTGTAATTGTGTTGTGACACTGGTCCTGCAATATTC
TTTGGAATTATCATCTCACTTTCTAGCACTCCATTACTCCAGAGAGTGTGTGACT
TTGGCCAGTGGCAGCTTTTAACTTCAATAAAGGAAGCTTTCTCAATCTTCCATG
TGTCATTGAGTGCGCTTTCTATCCAATAACCCATGTCGGCGTGGACGGCTCTG
TTGTCTTTTATGGCTGCTGACATGAGTTTTGAGTCACAAGATACATCCTGCCTTT
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CTTTCAATTTCAGCCATATGTTAGTGGTGAATACTCCAAAGCCATAGTCTTCAAC
CTCTAGTGAGTTCCAAGCTCTATTTGTGTTGGGACATTCTGCTTTTGGG
>BARCODES8
AACTTGTATTGTTCTGTCCATGTGTGCACGTTGTCTGTGATAAAGATCCCACTG
CCACATTTCAGTTCTTTGTTTTTCCAGCTCACAACGCAACCACTATCGGCCTGC
ACCATAACTCCCAAATACAATGTCACGACTCCCACTAATACTAGTGACACAGAC
AGTGAAGTACTACGCGTATTCATTCCTATCCATGTGATGACGACTCCTATGAGG
ATTTTCATAGTCCATGAAACCCCACTAAAGGCAGCCCCATAGATTGCTCCAAAG
ACTTGGTGGAGGGCCTTTCCTATAGATGTGAACACTCCTCCCAGGGATCCAAA
ATCCCAAGCTGTGTCACCTAAAATGGCCATTCTCTTCGCTCCTCTCATTGTTGT
CTCAAACATTTGGCCAATAGAGCTTCCTTTCTTAAACCAGCTGAGCTTCAGTTG
TCCCGGTTCTACTCCTATGATGATGTAACTGTCTCCGAATGGAGGTTCTGCTTC
TATGTTGACTGGGCTGTCCTTTTCTGTGACAATTGGGTTGACTGTGATCAAGCG
ACCTAAGACATGTCTTTTTTCCAAATCCATTATTTCAAAAGGGATCTTGCACGGA
GAACCGTCCCCTTCATATTGTACTCTGATAACTATTGTCCCATGTTGTGTTTCTG
CTATTTCCTTCACAACTTTGAACTTTCCTATACACATGGAATATGACATTCCTTT
GAGCTGTAGTTTGTCCATTCTCAGCCTACATTTAAGATGTCCTGTGAACAATAA
GTTTCCTGAAGACATCTGGATTTCCGTGGCCCCTGTAAGTGCTGTGTGCATAG
CCCCTTCTTGAGATCCTAGAACAACAACATCCTGTTTCTTTGCATGGGGATTTTT
G

>BARCODE9
TTGTATTGTTCTGTCCATGTGTGCACGTTGTCTGTGATAAAGATCCCACTGCCA
CATTTCAGTTCTTTGTTTTTCCAGCTCACAACGCAACCACTATCGGCCTGCACC
ATAACCCCCAAATACAATGTCACGACTCCCACTAATACTAGTGACACAGACAGT
GAAGTACTACGCGTATTCATTCCTATCCATGTGATGACGACTCCTATGAGGATT
TTCATAGTCCATGAAACCCCACTAAAGGCAGCCCCATAGATTGCTCCAAAGACT
TGGTGGAGGGCCTTTCCTATAGATGTGAACACTCCTCCCAGGGATCCAAAATC
CCAAGCTGTGTCACCTAAAATGGCCATTCTCTTCGCTCCTCTCATTGTTGTCTC
AAACATTTGGCCAATAGAGCTTCCTTTCTTAAACCAGCTGAGCTTCAGTTGTCC
CGGTTCTACTCCTATAATGATGTAACTGTCTCCGAATGGAGGTTCTGCTTCTAT
GTTGACTGGGCTGTCCTTTTCTGTGACAATTGGGTTGACTGTGATCAAGCGAC
CTAAGACATGTCTTTTTTCCAAATCCATTATTTCAAAAGGGATCTTGCACGGAGA
ACCGTCCCCTTCATATTGTAC

>BARCODE10
TTATTCTAGGATCTCAAGAAGGGGCTATGCACACAGCACTTACAGGGGCCACG
GAAATCCAGATGTCTTCAGGAAACTTATTGTTTACAGGACATCTTAAATGTAGG
CTGAGAATGGACAAACTACAGCTCAAAGGAATGTCATATTCCATGTGTATAGGA
AAGTTCAAAGTTGTGAAGGAAATAGCAGAAACACAACATGGGACAATAGTTATC
AGAGTACAATATGAAGGGGACGGTTCTCCGTGCAAGATCCCTTTTGAAATAATG
GATTTGGAAAAAAGACATGTCTTAGGTCGCTTGATCACAGTCAACCCAATTGTC
ACAGAAAAGGACAGCCCAGTCAACATAGAAGCAGAACCTCCATTCGGAGACAG
TTACATCATTATAGGAGTAGAACCGGGACAACTGAAGCTCAGCTGGTTTAAGAA
AGGAAGCTCTATTGGCCAAATGTTTGAGACAACAATGAGAGGAGCGAA
>BARCODE11
CCTGCGGCCTCAACCCACTGAGCTGAAGTACTCTTGGAAAGCATGGGGCAAAG
CGAAAATGCTCTCCACAGAGCTTCATAACCACACCTTTCTCATTGATGGCCCCG
AAACAGCAGAATGTCCCAACACAAATAGAGCTTGGAACTCACTAGAGGTTGAA
GACTATGGCTTTGGAGTATTCACCACTAACATATGGCTGAAATTGAAAGAAAGG
CAGGATGTATCTTGTGACTCAAAACTCATGTCAGCAGCCATAAAAGACAACATG
TGTCCAGGAAAGTTCAAAGTTGTGAAGGAAATCGCAGAAACACAACATGGAATA
TTATCAGAGTTCAATATGAAGGGAACGGTTCTCCGTGCAAGATCCACCTCTTTG
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AAATAATGGATTTGGAAAAAAGACATGTCTTAGGTCGCTTGATCACAGTCAACC
CAATTGTCACAGAAAAGGACAGCCCAGTCAACATAGAAGCAGAACCTCCATTC
GGAGACAGTTACATCATTATAGGAGTAGAACCGGGACAACTGAAGCTCAGCTG
GTTTAAGAAAGGAAGCTCTATTGGCCAAATGTTTGAGACAACAATGAGAGGAG
CGAAGAGAATGGCCATTTTAGGTGACACAGCTTGGGATTTTGGATCCCTGGGA
GGAGTGTTCACATCTATAGGAAAGGCCCTCCACCAAGTCTTTGGAGCAATCTAT
GGGGCTGCCTTTAGTGGGGTTTCATGGACTATGAAAATC

>BARCODE12
TGTATTGTTCTGTCCATGTGTGCACGTTGTCTGTGATAAAGATCCCACTGCCAC
ATTTCAGTTCTTTGTTTTTCCAGCTCACAACGCAACCACTATCGGCCTGCACCA
TAACTCCCAAATACAATGTCACGACTCCCACTAATACTAGTGACACAGACAGTG
AAGTACTACGCGTATTCATTCCTATCCATGTGATGACGACTCCTATGAGGATTT
TCATAGTCCATGAAACCCCACTAAAGGCAGCCCCATAGATTGCTCCAAAGACTT
GGTGGAGGGCCTTTCCTATAGATGTGAACACTCCTCCCAGGGATCCAAAATCC
CAAGCTGTGTCACCTAAAATGGCCATTCTCTTCGCTCCTCTCATTGTTGTCTCA
AACATTTGGCCAATAGAGCTTCCTTTCTTAAACCAGCTGAGCTTCAGTTGTCCC
GGTTCTACTCCTATAATGATGTAACTGTCTCCGAATGGAGGTTCTGCTTCTATG
TTGACTGGGCTGTCCTTTTCTGTGACAATTGGGTTGACTGTGATCAAGCGACCT
AAGACATGTCTTTTTTCCAAATCCATTATTTCAAAAGGGATCTTGCACGGAGAAC
CGTCCCCTTCATATTGTACTCTGATAACTATTGTCCCATGTTGTGTTTCTGCTAT
TTCCTTCACAACTTTGAACTTTCCTATACACATGGAATATGACATTCCTTTGAGC
TGTAGTTTGTCCATTCTCAGCCTACATTTAAGATGTCCTGTAAACAATAAGTTTC
CTGAAGACATCTGGATTTCCGTGG

>BARCODE13
CCATGCAAAGAAACAGGATGTTGTTGTTCTAGGATCTCAAGAAGGGGCTATGC
ACACAGCACTTACAGGGGCCACGGAAATCCAGATGTCTTCAGGAAACTTATTG
TTCACAGGACATCTTAAATGTAGGCTGAGAATGGACAAACTACAGCTCAAAGGA
ATGTCATATTCCATGTGTATAGGAAAGTTCAAAGTTGTGAAGGAAATAGCAGAA
ACACAACATGGGACAATAGTTATCAGAGTACAATATGAAGGGGACGGTTCTCC
GTGCAAGATCCCTTTTGAAATAATGGATTTGGAAAAAAGACATGTCTTAGGTCG
CTTGATCACAGTCAACCCAATTGTCACAGAAAAGGACAGCCCAGTCAACATAGA
AGCAGAACCTCCATTCGGAGACAGTTACATCATTATAGGAGTAGAACCGGGAC
AACTGAAGCTCAGCTGGTTTAAGAAAGGAAGCTCTATTGGCCAAATGTTTGAGA
CAACAATGAGAGGAGCGAAGAGAATGGCCATTTTAGGTGACACAGCTTGGGAT
TTTGGATCCCTGGGAGGAGTGTTCACATCTATAGGAAAGGCCCTCCACCAAGT
CTTTGGAGCAATCTATGGGGCTGCCTTTAGTGGGGTTTCATGGACTATGAAAAT
CCTCATAGGAGTCGTCATCACATGGATAGGAATGAATACGCGTAGTACTTCACT
GTCTGTGTCACTAGTATTAGTGGGAGTCGTGACATTGTATTTGGGGGTTATGGT
GCAGGCCGATAGTGGTTGCGTTGTGAGCTGGAAAAACAAAGAACTGAAATGTG
GCA

>BARCODE14
ATGCAAAGAAACAGGATGTTGTTGTTCTAGGATCTCAAGAAGGGGCTATGCAC
ACAGCACTTACAGGGGCCACGGAAATCCAGATGTCTTCAGGAAACTTACTGTT
CACAGGACATCTTAAATGTAGGCTGAGAATGGACAAACTACAGCTCAAAGGAAT
GTCATATTCCATGTGTATAGGAAAGTTCAAAGTTGTGAAGGAAATAGCAGAAAC
ACAACATGGGACAATAGTTATCAGAGTACAATATGAAGGGGACGGTTCTCCGT
GCAAGATCCCTTTTGAAATAATGGATTTGGAAAAAAGACATGTCTTAGGTCGCT
TGATCACAGTCAACCCAATTGTCACAGAAAAGGACAGCCCAGTCAACATAGAA
GCAGAACCTCCATTCGGAGACAGTTACATCATTATAGGAGTAGAACCGGGACA
ACTGAAGCTCAGCTGGTTTAAGAAAGGAAGCTCTATTGGCCAAATGTTTGAGAC
AACAATGAGAGGAGCGAAGAGAATGGCCATTTTAGGTGACACAGCTTGGGATT
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TTGGATCCCTGGGAGGAGTGTTCACATCTATAGGAAAGGCCCTCCACCAAGTC
TTTGGAGCAATCTATGGGGCTGCCTTTAGTGGGGTTTCATGGACTATGAAAATC
CTCATAGGAGTCGTCATCACATGGATAGGAATGAATACGCGTAGTACTTCACTG
TCTGTGTCACTAGTATTAGTGGGAGTCGTGACATTGTATTTGGGAGTTATGGTG
CAGGCCGATAGTGGTTGCGTTGTGAGCTGGAAAAACAAAGAACTGAAATGTG
>BARCODE15
TCCACAGTCTTCAGTCACCACCACTGTAGTTCCTTCGCAGAAATCAAAGTCCAT
CTCAAGCCTGCCTAGATGCCAGGGTCCTGCCGTTTGTGTATGATAGCCTGGTC
TGTAATTGTGTTGTGACACTGGTCCTGCAATATTCTTTGGAATTATCATCTCACT
TTCTAGCACTCCATTACTCCAGAGAGTGTGTGACTTTGGCCAGTGGCAGCTTTT
AACTTCAATAAAAGAAGCTTTCTCAATCTTCCATGTGTCATTGAGTGCGCTTTCT
ATCCAATAACCCATGTCGGCGTGGACGGCTCTGTTGTCTTTTATGGCTGCTGA
CATGAGTTTTGAGTCACAAGATACATCCTGCCTTTCTTTCAATTTCAGCCATATG
TTAGTGGTGAATACTCCAAAGCCATAGTCTTCAACCTCTAGTGAGTTCCAAGCT
CTATTTGTGTT

>BARCODE16
GAACTTGTATTGTTCTGTCCATGTGTGCACGTTGTCTGTGATAAAGATCCCACT
GCCACATTTCAGTTCTTTGTTTTTCCAGCTCACAACGCAACCACTATCGGCCTG
CACCATAACTCCCAAATACAATGTCACGACTCCCACTAATACTAGTGACACAGA
CAGTGAAGTACTACGCGTATTCATTCCTATCCATGTGATGACGACTCCTATGAG
GATTTTCATAGTCCATGAAACCCCACTAAAGGCAGCCCCATAGATTGCTCCAAA
GACTTGGTGGAGGGCCTTTCCTATAGATGTGAACACTCCTCCCAGGGATCCAA
AATCCCAAGCTGTGTCACCTAAAATGGCCATTCTCTTCGCTCCTCTCATTGTTG
TCTCAAACATTTGGCCAATAGAGCTTCCTTTCTTAAACCAGCTGAGCTTCAGTT
GTCCCGGTTCTACTCCTATAATGATGTAACTGTCTCCGAATGGAGGTTCTGCTT
CTATGTTGACTGGGCTGTCCTTTTCTGTGACAATTGGGTTGACTGTGATCAAGC
GACCTAAGACATGTCTTTTTTCCAAATCCATTATTTCAAAAGGGATCTTGCACGG
AGAACCGTCCCCTTCATATTGTACTCTGATAACTATTGTCCCATGTTGTGTTTCT
GCTATTTCCTTCACAACTTTGAACTTTCCTATACACATGGAATATGACATTCCTT
TGA

>BARCODE17
ATGTCCTGTAAACAATAAGTTTCCTGAAGACATCTGGATTTCCGTGGCCCCTGT
AAGTGCTGTGTGCATAGCCCCTTCTTGAGATCCTAGAACAACAACATCCTGTTT
CTTTGCATGGGGATTTTTGAAAGTGACCAATGTCTCTTTCTGTATCCAATTTGAT
CCTTGTATGTCTGCTCCGGGCAGCCATGGTAATGGCAGGTCTAAGAACCATTG
CCTATGCACCAGCCAAGCCTTGTTTTCCATTTGCAGCAACACCATCTCATTGAA
GTCGAGTCCCGTTCTCGGAGAGCATTCCATCGTGACAGTCGCCATAGCCTGAC
TTCGTTCTGCCTCTGTAATGGAACTCTGTGGTGTTATTTTAATTTCCTTGCCGTG
TTTTCCTGTGTCATTTCCGACTGCATTCTCTTCCCTGAGTGAGGTGTTATCACAA
TGGTGTACTCCAAGTTTTCTGGTTGCACGCTTTTTCCTTCCATGTTCTTTTTGCA
TGTGAACATTGCACAGGTCACGATACCTCCCTTTCCAAATAATCCGCACCCATT
TCCCCATCCTCTTCTACCATGGAGTGTTTGCAGACAAATCTTTTGTCCTGTTCTT
CATTTAGGCTAGGCATTCTCCTTGTGTTGGGCAGCAGAGATGCTGTTGTTGTGT
TGGTCAGCTTTCCTCTTTGCCCATACTTCCCTAGAGTACTTCAGCTCGGGATGT
TAGGTCGCAGTTCTGTTTTTATCAGTTCAAAATCCAATGTTGGTTTATTTTTTGC
CATCGTCGTCACAACAGCTTCCATGTTCCAGGACTATGTAACCCAGCTTCCTCC
TGTTATTTGTTTCCACATCAGATTCTCCAGTCTTGTTACTGAGCGGATTCCACAA
ATGCCTTCTTCATGAGCCTTCTGGATAGCTGAGGCCAGC

>BARCODE18
AACAAAGAACTGAAATGTGGCAGTGGGATCTTTATCACAGACAACGTGCACAC
ATGGACAGAACAATACAAATTCCAACCAGAATCCCCTTCAAAGCTGGCCTCAGC
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TATCCAGAAGGCTCATGAAGAAGGCATTTGTGGAATCCGCTCAGTAACAAGAC
TGGAGAATCTGATGTGGAAACAAATAACACCAGAACTGAATCACATTCTAACAG
AAAATGAGGTAAAGTTGACTATCATGACAGGAGACATTAAAGGAATCATGCAGG
CAGGAAAACGATCCCTGCGGCCTCAACCCACTGAGCTGAAGTACTCTTGGAAA
GCATGGGGCAAAGCGAAAATGCTCTCCACAGAGCTTCATAACCACACCTTTCT
CATTGATGGCCCCGAAACAGCAGAATGTCCCAACACAAATAGAGCTTGGAACT
CACTAG

>BARCODE19
TGGAACTTGTATTGTTCTGTCCATGTGTGCACGTTGTCTGTGATAAAGATCCCA
CTGCCACATTTCAGTTCTTTGTTTTTCCAGCTCACAACGCAACCACTATCGGCC
TGCACCATAACTCCCAAATACAATGTCACGACTCCCACTAATACTAGTGACACA
GACAGTGAAGTACTACGCGTATTCATTCCTATCCATGTGATGACGACTCCTATG
AGGATTTTCATAGTCCATGAAACCCCACTAAAGGCAGCCCCATAGATTGCTCCA
AAGACTTGGTGGAGGGCCTTTCCTATAGATGTGAACACTCCTCCCAGGGATCC
AAAATCCCAAGCTGTGTCACCTAAAATGGCCATTCTCTTCGCTCCTCTCATTGT
TGTCTCAAACATTTGGCCAATAGAGCTTCCTTTCTTAAACCAGCTGAGCTTCAG
TTGTCCCGGTTCTACTCCTATAATGATGTAACTGTCTCCGAATGGAGGTTCTGC
TTCTATGTTGACTGGGCTGTCCTTTTCTGTGACAATTGGATTGACTGTGATCAA
GCGACCTAAGACATGTCTTTTTTCCAAATCCATTATTTCAAAAGGGATCTTGCAC
GGAGAACCGTCCCCTTCATATTGTACTCTGATAACTATTGTCCCATGTTGTGTTT
CTGCTATTTCCTTCACAACTTTGAACTTTCCTATACACATGGAATATGACATTCC
1T

>BARCODEZ20
CAGCTGCAAAAGTTGGTCTGACCTTGAAGGCTGCTAATAGGGCAAGATAGGTC
ACGCCCATGCCTATGTCATCCGTCATAGTAGCGCCCACCATGACCATCACTCT
CCCCAAATCTCGAAAGGACATGTTCCCTGTGATCAATGTCACGAAAGAGACTG
CAACTAGTAATATTGCATGTTTCGTCCCTACTCGGGTTCTAAGCATCTCTTCCA
GGAACAATGCCATTCCCAAGACTCCTAGTGAGAAGTTGTCAATCTGTCCATGTC
CGGCTGTGACCAAAGAGTTGACCAAGTTCTCTTCTTTCTCTTTCAATGGTCTGA
TTTCCATTCCATACCAGCATCCATCCTCACCTCTATACCTTAGCGGTGGTAATG
TGCAAGATCGACAGCACCATTCTGTTATGAGTTTTCCAGAAGCAGTAGTTGTTC
TTAAGGAGGGTCCTCTATTTCCACAGTCTTCAGTCACCACCACTGTAGTTCCTT
CGCAGAAATCAAAGTCCATCTCAAGCCTGCCTAGATGCCAGGGTCCTGCCGTT
TGTGTATGATAGCCTGGTCTGTAATTGTGTTGTGACACTGGTCCTGCAATATTC
TTTGGAATTATCATCTCACTTTCTAGCACTCCATTACTCCAGAGAGTGTGTGACT
TTGGCCAGTGGCAGCTTTTAACTTCAATAAAGGAAGCTTTCTCAATCTTCCATG
TGTCATTGAGTGCGCTTTCTATCCAATAACCCATGTCGGCGTGGACGGCTCTG
TTGTCTTTTATGGCTGCTGACATGAGTTTTGAGTCACAAGATACATCCTGCCTTT
CTTTCAATTTCAGCCATATGTTAGTGGTGAATACTCCAAAGCCATAGTCTTCAAC
CTCTAGTGAGTTCCAAGCTCTATTTGTGTTGGGACATTCTGCTGTTTCGGGGCC
ATCAATGAGAAAGGTGTGGTTATGAAGCTCTGTGGAGAGCATTTTCGCTTTGCC
CCATGCTTTCCAAGAGTACTTCAGCTCAGTGGGTTGAGGCCGCAGGGATCGTT
TTCCTGCCTGCATGATTCCTTTAATGTCTCCTGTCATGATAGTCAACTTTACCTC
ATTTTCTGTTAGAATGTGATTCAGTTCTGGTGTTATTTGTTTCCACATCAGATTC
TCCAGTCTTGTTACTGAGCGGATTCCACAAATGCCTTCTTCATGAGCCTTCTTG
ATAGCTGAGGCCAGCTTTGAAGGGGATTCTGGTTGGAATTTGTATTGTTCTGTC
CATGTGTGCACGTTGTCTGTGATAAAGATCCCACTGCCACATTTCAGTTCTTTG
TTTTTCCAGC

>BARCODE21
GTGGCAGTGGGATTTTTATCACAGACAACGTGCACACATGGACAGAACAATAC
AAATTCCAACCAGAATCCCCTTCAAAGCTGGCCTCAGCTATCCAGAAGGCTCAT
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GAAGAAGGCATTTGTGGAATCCGCTCAGTAACAAGACTGGAGAATCTGATGTG
GAAACAAATAACACCAGAACTGAATCACATTCTAACAGAAAATGAGGTAAAGTT
GACCATCATGACAGGAGACATTAAAGGAATCATGCAGGCAGGAAAACGATCCC
TGCGGCCTCAACCCACTGAGCTGAAGTACTCTTGGAAAGCATGGGGCAAAGC
GAAAATGCTCTCCACAGAGCTTCATAACCACACCTTTCTCATTGATGGCCCCGA
AACAGCAGAATGTCCCAACACAAATAGAGCTTGGAACTCACTAGAGGTTGAAG
ACTATGGCTTTGGAGTATTCACCACTAACATATGGCTGAAATTGAAAGAAAGGC
AGGATGTATCTTGTGACTCAAAACTCATGTCAGCAGCCATAAAAGACAACAAAG
CCGTCCACGCCGACATGGGTTATTGGATAGAAAGCGCACTCAATGACACATGG
AAGATTGAGAAAGCTTCCTTTATTGAAGTTAAAAGCTGCCACTGGCCAAAGTCA
CACACTCTCTGGAGTAATGGAGTGCTAGAAAGTGAGATGATAATTCCAAAGAAT
ATTGCAGGACCAGTGTCACAACACAATTACAGACCAGGCTATCATACACAAACG
GCAGGACCCTGGCATCTAGGCAGGCTTGAGATGGACTTTGATTTCTGCGAAGG
AACTACAGTGGTGGTGACTGAAGACTGTGGAAATAGAGGACCCTCCTTAAGAA
CAACTACTGCTTCTGGAAAACTCATAACAGAATGGTGCTGTCGATCTTGCACAT
TACCACCGCTAAGGTATAGAGGTGAGGATGGATGCTGGTATGGAATGGAAATC
AGACCATTGAAAGAGAAAGAAGAGAACTTGGTCAACTCTTTGGTCACAGCCGG
ACATGGACAGGTTGACAACTTCTCACTAGGAGTCTTGGGAATGGCATTGTTCCT
GGAAGAGATGCTTAGAACCCGAGTAGGGACGAAACATGCAATATTACTAGTTG
CAGTCTCTTTCGTGACATTGATCACAGGGAACATGTCCTTTCGAGATTTGGGGA
GAGTGATGGTCATGGTGGGCGCTACTATGACGGATGACATAGGCATGGGCGT
GACCTATCTTGCCCTATTAGCAGCCTTTAAGATCAGACCAACTTTTGCAGCTGG
A

>BARCODE22
TGTTATGAGTTTTCCAGAAGCAGTAGTTGTTCTTAAGGAGGGTCCTCTATTTCC
ACAGTCTTCAGTCACCACCACTGTAGTTCCTTCGCAGAAATCAAAGTCCATCTC
AAGCCTGCCTAGATGCCAAGGTCCTGCCGTTTGTGTATGATAGCCTGGTCTGT
AATTGTGTTGTGACACTGGTCCTGCAATATTCTTTGGAATTATCATCTCACTTTC
TAGCACTCCATTACTCCAGAGAGTGTGTGACTTTGGCCAGTGGCAGCTTTTAAC
TTCAATAAAGGAAGCTTTCTCAATCTTCCATGTGTCATTGAGTGCGCTTTCTATC
CAATAACCCATGTCGGCGTGGACGGCTCTGTTGTCTTTTATGGCTGCTGACAT
GAGTTTTGAGTCACAAGATACATCCTGCCTTTCTTTCAATTTCAGCCATATGTTA
GTGGTGAATACTCCAAAGCCATAGTCTTCAACCTCTAGTGAGTTCCAAGCTCTA
TTTGTGTTGGGACATTCTGCTGTTTCGGGGCCATCAATGAGAAAGGTGTGGTTA
TGAAGCTCTGTGGAGAGCATTTTCGCTTTGCCCCATGCTTTCCAAGAGTACTTC
AGCTCAGTGGGTTGAGGCCGCAGGGATCGTTTTCCTGCCTGCATGATTCCTTT
AATGTCTCCTGTCATGATAGTCAACTTTACCTCATTTTCTGTTAGAATGTGATTC
AATTCTGGTGTTATTTGTTTCCACATCAGATTCTCCAGTCTTGTTACTGAGCGGA
TTCCACAAATGCCTTCTTCATGAGCCTTCTGGATAGCTGAGGCCAGCTTTGAAG
GGGATTCTGGTTGGAATTTGTATTGTTCTGTCCATGTGTGCACGTTGTCTGTGA
TAAAGATCCCACTGCCACATTTCAGTTCTTTGTTTTTCCAGCTC

>BARCODEZ23
AAAATCCCCATGCAAAGAAACAGGATGTTGTTGTTCTAGGATCTCAAGAAGGG
GCTATGCACACAGCACTTACAGGGGCCACGGAAATCCAGATGTCTTCAGGAAA
CTTATTGTTCACAGGACATCTTAAATGTAGGCTGAGAATGGACAAACTACAGCT
CAAAGGAATGTCATATTCCATGTGTATAGGAAAGTTCAAAGTTGTGAAGGAAAT
AGCAGAAACACAACATGGGACAATAGTTATCAGAGTACAATATGAAGGGGACG
GTTCTCCGTGCAAGATCCCTTTTGAAATAATGGATTTGGAAAAAAGACATGTCT
TAGGTCGCTTGATCACAGTCAACCCAATTGTCACAGAAAAGGACAGCCCAGTC
AACATAGAAGCAGAACCTCCATTCGGAGACAGTTACATCATTATAGGAGTAGAA
CCGGGACAACTGAAGCTCAGCTGGTTTAAGAAAGGAAGCTCTATTGGCCAAAT
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GTTTGAGACAACAATGAGAGGAGCGAAGAGAATGGCCATTTTAGGTGACACAG
CTTGGGATTTTGGATCCCTGGGAGGAGTGTTCACATCTATAGGAAAGGCCCTC
CACCAAGTCTTTGGAGCAATCTATGGGGCTGCCTTAGTGGGGTTTCATGGACT
ATGAAAATCCTCATAGGAGTCGTCATCACATGGATAGGAATGAATACGCGTAGT
ACTTCACTGTCTGTGTCACTAGTATTAGTG

>BARCODE?24
TTGTATTGTTCTGTCCATGTGTGCACGTTGTCTGTGATAAAGATCCCACTGCCA
CATTTCAGTTCTTTGTTTTTCCAGCTCACAACGCAACCACTATCGGCCTGCACC
ATAACTCCCAAATACAATGTCACGACTCCCACTAATACTAGTGACACAGACAGT
GAAGTACTACGCGTATTCATTCCTATCCATGTGATGACGACTCCTATGAGGATT
TTCATAGTCCATGAAACCCCACTAAAGGCAGCCCCATAGATTGCTCCAAAGACT
TGGTGGAGGGCCTTTCCTATAGATGTGAACACTCCTCCCAGGGATCCAAAATC
CCAAGCTGTGTCACCTAAAATGGCCATTCTCTTCGCTCCTCTCATTGTTGTCTC
AAACATTTGGCCAATAGAGCTTCCTTTCTTAAACCAGCTGAGCTTCAGTTGTCC
CGGTTCTACTCCTATAATGATGTAACTGTCTCCGAATGGAGGTTCTGCTTCTAT
GTTGACTGGGCTGTCCTTTTCTGTGACAATTGGGTTGACTGTGATCAAGCGAC
CTAAGACATGTCTTTTTTCCAAATCCATTATTTCAAAAGGGATCTTGCACGGAGA
ACCGTCCCCTTCATATTGTACTCTGATAACTATTGTCCCATGTTGTGTTTCTGCT
ATTTCCTTCACAACTTTGAACTTTCCTATACACATGGAATATGACATTCCTTTGA
GCTGTAGTTTGTCCATTCTCAGCCTACATTTGAGATGTCCTGTGAACAATAAGT
TTCCTGAAGACATCTGGATTTCCGTGGCCCCTGTAAGTGCTGTGTGCATAGCC
CCTTCTTGAGATCCTAGAACAACAACATCCTGTTTCTTTGCATGGGGATTTTTGA
AAGTGACCAATGTCTCTTTCTGTATCCAATTTGATCCTTGTATGTCTGCTCCGG
GCAGCCATGGTAATGGCAGGTCTAAGAACCATTGCCTATGCACCAGCCAAGCC
TTGTTTTCCATTTGCAGCAACACCATCTCATTGAAGTCGAGTCCCGTTCTCGGA
GAGCATTCCATCGTGACAGTGCCATAGCCTGTTAGTTCTGCCTCTGTAATGGAA
CTCTGTGGTGTTATTTTAATTTCCTTGCCGTGTTTTCCTGTGTCATTTCCGACTG
CATTCTCTTCCCCTGAGTGAGGTGTTATCACAATGGTGTACTCCAAGTTTTCTG
GTTGCACGATTTTCCCTTCCATGTTCTTTTTGCATGTGAACATTGCACAGGTCA
CGATACCTCCCTTTCCAAATAATCCGCACCCATTTCCCCATCCTCTATCTACCAT
GGAGTGTTTGCAGACAAATCTTTTGTCCTGTTCTTCATTTAGGCTAGGTTCTCCT
TGTGTTGGGCAGCGAGATGCTGTTGTTGTGTTGGTCAGCTTTGCCTCTATGCA
ATACTTCCTTAGAGTGGCGGGATGTTTCGCTTCTGTTTTTATCAGTTCAAAATCC
AATGTTGGTTTATTTTTAGCCATCGTCGTCACACAGCTTCCATGTTCCAGGACT
ATGTCAACCCAGCTTCCTCCTGAAACTCCTTCCACAAAGTCTCTATTTGATATTC
CTATACAACGCATTGT

>BARCODE25
ATAGGTCACGCCCATGCCTATGTCATCCGTCATAGTAGCGCCCACCATGACCA
TCACTCTCCCCAAATCTCGAAAGGACATGTTCCCTGTGATCAATGTCACGAAAG
AGACTGCAACTAGTAATATTGCATGTTTCGTCCCTACTCGGGTTCTAAGCATCT
CTTCCAGGAACAATGCCATTCCCAAGACTCCTAGTGAGAAGTTGTCAATCTGTC
CATGTCCGGCTGTGACCAAAGAGTTGACCAAGTTCTCTTCTTTCTCTTTCAATG
GTCTGATTTCCATTCCATACCAGCATCCATCCTCACCTCTATACCTTAGCGGTG
GTAATGTGCAAGATCGACAGCACCATTCTGTTATGAGTTTTCCAGAAGCAGTAG
TTGTTCTTAAGGAGGGTCCTCTATTTCCACAGTCTTCAGTCACCACCACTGTAG
TTCCTTCGCAGAAATCAAAGTCCATCTCAAGCCTGCCTAGATGCCAGGGTCCT
GCCGTTTGTGTATGATAGCCTGGTCTGTAATTGTGTTGTGACACTGGTCCTGCA
ATATTCTTTGGAATTATCATCTCACTTTCTAGCACTCCATTACT
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APENDICE C — DADOS DE SEQUENCIAMENTO E GENOTIPAGEM

Este apéndice é composto pelo arquivo externo [Dados do Sequenciamento
e Genotipagem], anexo a este documento.

Clique Aqui para abrir o Apéndice C.
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ABSTRACT:

Dengue is an arboviral disease of great importance to public health,
caused by the dengue virus (DENV), which comprises four genetically distinct
serotypes. In Brazil, the co-circulation of multiple serotypes and genotypes
sustains a hyperendemic scenario, particularly in the Federal District, which
suffered its largest epidemic in 2024, after a change in the predominant
serotype. This study aimed to analyze the phylogenetic relationships of
dengue viruses that circulated during the 2022 and 2024 epidemics in the
Federal District. Clinical samples positive for DENV were serotyped by real-
time RT-PCR, and DENV-1 and DENV-2 samples were selected for partial

genomic sequencing using the MinlON platform. DENV genotyping was
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performed with Genome Detective, and phylogenetic analyses used the
NextClade pipeline. In 2022, DENV-1 was almost exclusively predominant
(97.6%), while in 2024, co-circulation occurred with a predominance of DENV-
2 (53.7%). DENV-1 samples were consistently grouped into Genotype V, while
DENV-2 samples were predominantly concentrated in Genotype Il
(Cosmopolitan). Nucleotide similarity analyses for both serotypes showed
proximity to Brazilian and international isolates. In conclusion, molecular
characterization revealed a change in the viral circulation profile in the Federal
District between 2022 and 2024, with DENV-2 predominating in the most
recent period. While DENV-1 samples remained in Genotype V, DENV-2
samples were classified as Genotype Il (Cosmopolitan). The findings reinforce
the potential of genomic surveillance to detect changes in the circulation
dynamics of DENV.

Introduction

Dengue fever (DF) represents one of the most significant arboviral
diseases globally, with an estimated 390 million infections occurring annually
and at least 25,000 deaths attributed to the disease [1]. The etiological agent,
dengue virus (DENV), belongs to the Flaviviridae family and comprises four
genetically distinct serotypes designated as DENV-1, DENV-2, DENV-3, and
DENV-4 [2]. These serotypes are primarily transmitted to humans through the
bite of infected female Aedes mosquitoes, particularly Aedes aegypti and
Aedes albopictus [3]. The global burden of dengue has increased dramatically
over recent decades, with the disease now endemic in tropical and subtropical
regions worldwide, affecting more than 100 countries across Africa, the

Americas, Asia, and the Western Pacific [4].

Brazil has emerged as the country with the highest number of reported
dengue cases globally, representing a major public health challenge [5].
Despite extensive surveillance efforts across Brazil, significant gaps remain in
understanding the temporal and spatial dynamics of dengue serotype
circulation at the local level, particularly in the Federal District. The Federal
District, which encompasses Brazil's capital Brasilia and surrounding areas,

represents a unique epidemiological setting characterized by high population
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density, substantial internal and external mobility, and distinct climatic patterns
that influence vector dynamics. Recent years have witnessed major dengue
epidemics in 2022 and 2024, yet comprehensive molecular characterization of
the circulating serotypes during these epidemic periods remains limited.
Understanding the specific serotypes responsible for these epidemics is
crucial for several reasons: different serotypes are associated with varying
degrees of disease severity and clinical manifestations, which has direct
implications for clinical management and healthcare resource allocation [6],
[7], [8]; the sequential introduction of different serotypes or the co-circulation
of multiple serotypes can increase the risk of severe disease through antibody-
dependent enhancement in individuals with prior dengue exposure [9], [10];
and knowledge of circulating serotypes and their genetic characteristics can
inform public health preparedness strategies and guide the development and
implementation of serotype-specific interventions, including potential vaccine
strategies [11], [12].

Therefore, the aim of this study is to evaluate the subtypes (serotypes)
of dengue virus that circulated in the Federal District of Brazil during the 2022
and 2024 epidemics. Through molecular characterization and phylogenetic
analysis of dengue virus isolates from these epidemic periods, this study will
contribute to a more comprehensive understanding of dengue epidemiology
in the Federal District and provide critical data to support evidence-based
public health decision-making for dengue prevention and control in this

important Brazilian region.

Material and Methods

Sample Collection

Samples from the 2022 epidemic were collected from patients of the
Unified Health System (SUS) residing in Administrative Region XXV
SCIA/Estrutural, Federal District, Brazil, who sought care at UBS Vila
Estrutural presenting acute febrile iliness or reporting fever within the previous
three days, accompanied by at least two viral infection-associated symptoms

(e.g., headache, myalgia, asthenia, vomiting, nausea, diarrhea, arthralgia).
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Samples were collected after presentation and acceptance of the Informed
Consent Form. The project was approved by the Human Research Ethics
Committee (C.A.A.E. 39866620.4.0000.5558). Following collection, samples
were transported under controlled temperature to the Molecular Diagnostics
Laboratory of the University Hospital of Brasilia (LDM-HUB), where viral RNA

was extracted and stored at -80°C until analysis.

Samples from the 2024 epidemic were obtained directly from the
Central Public Health Laboratory of the Federal District (LACEN-DF), which
provided a randomized set of dengue-positive samples previously used for
diagnostic purposes. Samples were transported under controlled temperature
to LDM-HUB and stored at -80°C until analysis.

RNA Extraction

Viral RNA extraction was performed using the Extracta® Kit Fast - DNA
and RNA viral (MVXA-P016 FAST, Loccus™) on the automated extraction
platform EXTRACTA® 32 (Loccus™), following manufacturer's instructions.
Extracted samples were stored at -80°C until serotype determination and

genome sequencing protocols.

Serotype Determination by Real-Time RT-PCR

Dengue virus serotype detection (serotypes 1, 2, 3, and 4) was
performed by real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR) using the ZDC Biomol kit (Zika, Dengue, and Chikungunya), developed
by the Molecular Biology Institute of Parana (IBMP), following manufacturer's
instructions. The final reaction volume was 20 pL, comprising 10.5 yL of
master mix and 9.5 pyL of extracted RNA. Master mixes were prepared
separately in two microtubes labeled "DEN 1/4" and "DEN 2/3", each
containing PCR mix, specific primer sets, specific probe sets, reverse
transcriptase enzyme, and RNase-free water, following manufacturer's
instructions. Reagent volumes were adjusted according to the number of
reactions (minimum 1, maximum 96 reactions, with up to 48 reactions per
target set). Reactions were performed in 96-well PCR plates, separated by

target, with two wells for positive and negative controls. The QuantStudio™ 5
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real-time PCR platform (Applied Biosystems®) was used following the cycling
conditions recommended in the ZDC Biomol kit (IBMP).

Dengue Virus Sequencing Protocol

The sequencing protocol was performed in the following steps:
Reverse transcriptase reaction (RT); Amplification of the genomic region of
interest by Multiplex Tiling PCR; Purification and quantification of the library;
Preparation of the library, following the specific protocol for the MinlON
platform; Loading of the library onto the MinlON platform.

RT-PCR Reaction for cDNA synthesis

Prior to RT-PCR, RNA denaturation was performed in the presence of
Random Primers (Promega®) for DENV-1 or specific sequencing primers for
DENV-2. The denaturation reaction (65°C for 5 minutes followed by immediate
ice incubation) used 6 pL of extracted RNA and 1 pL of random primers
(DENV-1) or specific primer pool (DENV-2), both diluted 1:2 with RNase-free
water. The RT-PCR mix was prepared according to M-MLV Reverse
Transcriptase, RNase H Minus kit (Promega®) recommendations, containing:
MLV-RT 5X Buffer (Promega®), dNTP Solution Mix (Amersham™ Cytiva)
prepared at 10 mM each, MLV-RT enzyme (Promega®), and RNase-free
water, following manufacturer's instructions. The final reaction volume was 20
ML. Reactions were performed in a 2720 Thermal Cycler™ (Applied
Biosystems®) using the following cycling program: 25°C for 5 minutes, 50°C

for 50 minutes, and 80°C for 10 minutes. Reactions were stored at 3-8°C.

Multiplex Tiling PCR Amplification

Multiplex Tiling PCR is a PCR variant designed to synthesize
overlapping amplicons. Pool A and B reactions were performed separately for
DENV-1 and DENV-2. Amplifications were confirmed by agarose gel
electrophoresis followed by visual inspection under UV transillumination

(Diamond™ Nucleic Acid Dye, Promega®).
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Primers

The sequencing protocol comprised the following steps: reverse
transcription (RT) reaction; genomic region amplification by Multiplex Tiling
PCR; genetic material purification; amplified cDNA library preparation
following the MinlON platform-specific protocol; and library loading onto the
MinlON platform. The primers for sequencing were synthesized by Exxtend,
with sequences derived from the CADDE project (Brazil-UK Centre for
Arbovirus Discovery, Diagnosis, Genomics and Epidemiology) primer set
designed for complete DENV genome sequencing. For partial genome
sequencing, primers were selected to amplify genomic loci at positions
134::4241 for DENV-1 (RefSeq NC_001477) and 85::4420 for DENV-2
(RefSeq NC_001474.2).

Primer identity analysis with reference sequences was performed
using the BLAST tool (Basic Local Alignment Search Tool) hosted at NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). The BLASTn tool identifies regions of

local similarity between biological sequences. Primers were divided into pools
(A and B) for Multiplex Tiling PCR, a PCR variant using multiple primer pairs

to create overlapping amplicons covering the entire genomic region of interest.

Primer Pool Preparation
Each lyophilized primer was reconstituted to a stock concentration of
200 uM. Primer pools (A and B) were prepared at 10 uM concentration. Pool
A contained primers 1, 3, and 5 (forward and reverse), while Pool B contained
primers 2, 4, and 6 (forward and reverse) for both DENV-1 and DENV-2.

DENV-1 Amplification

Multiplex Tiling PCR reactions for DENV-1 (with primer pool A or B)
were tested using two different reaction mixes (Mix 1 and 2) with varying
primer concentrations (1.0 or 2.4 ul). Reaction mixes followed Tag DNA
Polymerase™ kit (Sigma-Aldrich®) recommendations, containing: 10X Buffer
+ MgCl, (Sigma-Aldrich®), dNTP Solution Mix (Amersham™ Cytiva) at 10 mM
each, Tag DNA Polymerase™ enzyme (Sigma-Aldrich®), primer pool (A or B)
at 10 mM each (Exxtend), and RNase-free water. Primer concentration
variations between pools A and B were implemented as an optimization

strategy. Amplification reactions were performed in a 2720 Thermal Cycler™
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(Applied Biosystems®) using the cycling parameters: initial denaturation step
at 94°C for 30 seconds, followed by 30 cycles of amplification consisting of
94°C for 1 minute, 55°C for 1 minute and 72°C for 1 minute and 30 seconds.
A final extension was conducted at 72°C for 5 minutes. After thermocycling,
samples were stored at 3-8°C until amplification confirmation by 1.5% agarose

gel electrophoresis.

DENV-2 Amplification

Multiplex Tiling PCR reactions for DENV-2 were tested using two
different reaction mixes (Mix 1 and 2) with varying primer concentrations (1.0
or 2.0 ul). Both mixes followed Pfu DNA Polymerase™ kit (Promega®)
recommendations, containing: 10X Buffer + MgSO, (Promega®), dNTP
Solution Mix (Amersham™ Cytiva) at 10 mM each, Pfu DNA Polymerase ™
enzyme (Promega®), primer pool (A or B) at 10 mM each (Exxtend), and
RNase-free water. Primer concentration variations were implemented as an
optimization strategy; samples that failed to amplify with Mix 1 were tested with
Mix 2, and vice versa. Amplification reactions were performed in a 2720
Thermal Cycler™ (Applied Biosystems®) using the cycling parameters: initial
denaturation step at 95°C for 1 minute, followed by 30 cycles of amplification
consisting of 95°C for 45 seconds, 55°C for 1 minute and 73°C for 4 minutes.
A final extension was conducted at 73°C for 5 minutes. After thermocycling,
samples were stored at 3-8°C until amplification confirmation by 1.5% agarose

gel electrophoresis.

Library Purification and Quantification

Sequencing libraries were purified using silica/cellulose microcolumn
chromatography (ReliaPrep™ DNA Clean-Up and Concentration System
A2893; Promega®) according to manufacturer's recommendations. Following
purification, library quantification was performed using a NanoDrop™ One
UV/VIS spectrophotometer (Thermo Scientific™) according to equipment
recommendations. One microliter of RNase-free water was used as blank and
1 pL of purified sample was analyzed. Purity level measured by A260/A280
absorbance ratio and dsDNA quantity in ng/uL were recorded. Samples were

stored at -80°C until DNA library preparation for sequencing.
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Library Preparation and Loading

Sequencing was performed on a MinlON™ Mk1D next-generation
sequencing (NGS) platform (Oxford Nanopore Technologies®). Library
preparation used the Rapid Sequencing gDNA - Barcoding™ kit (SQK-
RBK110.96, Oxford Nanopore Technology®) for DENV-1 and the Rapid
Sequencing DNA V14 - Barcoding™ kit (SQK-RBK114.96, Oxford Nanopore
Technology®) for DENV-2, following manufacturer's instructions with minor
adaptations. Library loading was performed on FLO-MIN114™ flow cells
following manufacturer's instructions. After sequencing, read data were
analyzed using the Epi2me Desktop platform (Nanoporetech™) for consensus
sequence assembly, utilizing the haploid amplicon sequencing data analysis
workflow (wf-amplicon), applying standard quality parameters with minor

adjustments for result optimization.

Data Analysis

Phylogenetic Analysis and Dendrogram Construction

DENV genotyping was performed using Genome Detective software
(Dengue Typing Tool; versions 2.104 and 4.4), with validation of sequence
clustering through local alignment in BLASTn. Phylogenetic analyses were
conducted using the NextClade pipeline, which automatically aligns
sequences to the reference genome and positions samples in a reference
phylogeny previously constructed with global genomes representative of viral
diversity. The reference phylogenetic tree was inferred by the IQ-TREE
algorithm under the maximum likelihood criterion, with automatic selection of
the nucleotide substitution model by ModelFinder. The phylogenetic
positioning of the sequences was determined by maximizing the similarity of
shared mutations at informative sites, with regions without coverage treated
as missing data in order to reduce biases in the estimation of phylogenetic

distances.

Results
A total of 94 clinical samples positive for dengue virus (DENV) were
analyzed, 41 from the 2022 epidemic and 53 from the 2024 epidemic, all from

the Federal District. Serotype confirmation by real-time RT-PCR was obtained
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for all samples except two from 2024 that did not amplify. In 2022, DENV-1
was predominant (40/41; 97.6%), with only one sample of DENV-2 (2.4%). In
2024, there was co-circulation of DENV-1 (22/53; 41.5%) and DENV-2 (29/53;

54.7%), indicating a change in the viral circulation profile in the Federal District.

The positive samples were subjected to amplification by Multiplex
Tiling PCR, with success in 36/62 samples of DENV-1 (=58%) and 25/30 of
DENV-2 (=83%), which proceeded to library preparation and sequencing on
the MinlON platform.

The 36 DENV-1 and 25 DENV-2 libraries were analyzed in Epi2me (wf-
amplicon workflow) to assemble consensus sequences. Three DENV-1
samples did not have sufficient reads to generate consensus. The DENV-1
sequences had a mean Qscore of ~7.0 £ 0.32, with low coverage depth, while
those of DENV-2 performed better, with a mean Qscore of ~14.0 £ 0.47 and
depths often exceeding 1,000 (Tables S1 and S2).

In genotyping, all DENV-1 sequences from the 2022 and 2024
epidemics in the Federal District were classified as Genotype V, showing high
similarity to sequences previously described in Brazil and other countries in
the Americas (Table S3). The DENV-2 sequences, all from the 2024 epidemic,
were classified as Genotype Il (Cosmopolitan), sublineage 1l_F.1.1.2, with
high genetic similarity to sequences recently deposited in the database, mainly

from other Brazilian states and international contexts (Table S4).

The sequences from the 2022 and 2024 epidemics in the Federal
District were aligned with the reference genome sequence and incorporated
into the global phylogeny, without altering the tree topology. The phylogenetic

positioning of the DENV-1 sequences is shown in Figure 1.
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Fig. 1: Phylogenetic positioning of DENV-1 sequences (locus M-E). The reference
phylogenetic tree was inferred from 399 global genomes representative of the genetic
diversity of DENV-1 (NextClade Dataset for “DENV-1" Based on Reference
“‘Nauru/NMRI-45AZ5PDK-0/1974"), using the |IQ-TREE algorithm under the maximum
likelihood model and nucleotide substitution selected via ModelFinder for the most
appropriate model fit. The DENV-1 sequences under consultation were aligned to the
primary reference via multiple alignment and inserted into the reference phylogeny
without topology rearrangement. The positioning was determined by identifying the
branch that maximizes the similarity of shared mutations, considering only informative
sites present in the sequences under consultation. Sites without coverage in the partial
sequences were freated as absent, minimally penalizing the calculation of distances
and prioritizing shared mutations in informative regions of the M-E locus. Panel A -
reference phylogenetic tree, with branches proportional to nucleotide substitutions per
site, highlighting the main clades of DENV-1. Panel B - phylogenetic positioning of
DENV-1 sequences (M-E locus) colored by assigned genotype. Panel C - clade
enlargement illustrating phylogenetic positioning of DENV-1 sequences (M-E locus).
Source: Original research data. Own work.
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The DENV-1 reference phylogenetic tree, constructed with 399 global
genomes, allowed for robust classification of the analyzed sequences in the
context of global genetic diversity. All sequences analyzed were assigned to
Genotype V, with variations between lineages V_B, V_E, and V_E.1 (Fig. 1),
indicating low genetic diversity in the analyzed set. The sequences from the
Federal District were consistently grouped into well-defined branches,
showing phylogenetic proximity to isolates previously described in Brazil and
South America, with no evident temporal segregation between the samples
from 2022 and 2024.

Phylogenetic analysis of DENV-2 samples from the 2024 epidemic was
performed using the NextClade pipeline. Sequences that met the quality
criteria were aligned to the reference genome sequence and inserted into the
global phylogeny without altering the tree topology. The phylogenetic

positioning of the DENV-2 sequences is shown in Figure 2.
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Fig. 2: Phylogenetic positioning of DENV-2 sequences (locus E-NS1-NS2). The
reference phylogenetic tree was inferred from 435 global genomes representative of
the genetic diversity of DENV-2 (NextClade Dataset for “DENV-2” Based on
Reference “Thailand/CDC-16681/1964"), using the IQ-TREE algorithm under the
maximum likelihood model and nucleotide substitution selected via ModelFinder for
the most appropriate model fit. The DENV-2 sequences under consultation were
aligned to the primary reference via multiple alignment and inserted into the reference
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phylogeny without topology rearrangement. The positioning was determined by
identifying the branch that maximizes the similarity of shared mutations, considering
only informative sites present in the sequences under consultation. Sites without
coverage in the partial sequences were treated as absent, minimally penalizing the
calculation of distances and prioritizing shared mutations in informative regions of the
E-NS1-NS2 locus. Panel A - Reference phylogenetic tree, with branches proportional
to nucleotide substitutions per site, highlighting the main clades of DENV-2. Panel B -
Phylogenetic positioning of DENV-2 sequences (E-NS1-NS2 locus). Colored by
assigned genotype. Panel C - Enlargement of clade illustrating phylogenetic
positioning of DENV-2 sequences (E-NS1-NS2 locus).Source: Original research data.
Own work.

The reference phylogeny of DENV-2, constructed from 435 global
genomes, showed the consistent positioning of the analyzed sequences in
well-defined branches, without altering the topology of the tree. The
sequences from the Federal District were grouped into clades corresponding
mainly to Genotype Il (Cosmopolitan), with identification of sublineages Il_C,
Il_F.1.1.2,and Il_F.2.2, in addition to a few sequences attributed to Genotype
V (American). An almost exclusive predominance of Genotype Il was
observed, with the samples concentrated in a specific grouping of the

phylogenetic tree.

Comparatively, phylogenetic profiles show distinct patterns between
the two serotypes: while DENV-1 showed greater genetic homogeneity and
phylogenetic stability, DENV-2 exhibited greater relative diversity, although
concentrated mainly in a single genotype. These findings reinforce differences
in the dynamics of viral circulation of serotypes in the epidemiological context

evaluated.

Discussion

This study performed molecular characterization of dengue virus
(DENV) samples circulating in the Federal District (DF) during the outbreaks
of 2022 and 2024, revealing a significant change in the viral circulation profile
between the periods. In 2022, DENV-1 was almost entirely predominant
(97.6%), with occasional detection of DENV-2, consistent with official
epidemiological surveillance data [13]. In contrast, in 2024, a scenario of co-
circulation was identified, with a higher proportion of DENV-2 (53.7%) than
DENV-1 (40.7%).
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The transition from a scenario dominated by a single serotype to co-
circulation, with relative predominance of DENV-2, coincided with a significant
increase in the number of cases recorded in 2024. Although it is not possible
to establish causal relationships, variations in the serotype profile have been
described in epidemic contexts and may be associated with changes in
population susceptibility [14], [15]. In this context, it is plausible that the
population of the Federal District, previously exposed mainly to DENV-1, had
lower specific immunity to DENV-2, favoring the expansion of this serotype.
The co-circulation of serotypes in hyperendemic settings may also favor
immunological phenomena such as antibody-dependent enhancement (ADE),

although this study did not evaluate clinical outcomes [16], [17].

Genotyping and phylogeny analyses indicated low genetic diversity
among DENV-1 samples, all classified as Genotype V, distributed mainly in
the V, V_E, and V_E.1 sublineages. This pattern is consistent with previous
studies describing Genotype V as widely established in Brazil since the 1980s
and 1990s [18], [19], [20], [21], [22]. The cohesive grouping of sequences,
without evident temporal segregation, suggests continuous circulation of
genetically related lineages, although the use of partial sequences may

underestimate intragenotypic diversity.

In contrast, all DENV-2 samples obtained in 2024 were classified
mainly as Genotype |l (Cosmopolitan), with a predominance of sublineage
Il_F.1.1.2. Phylogenetic positioning also revealed the presence of other
sublineages of the same genotype and sporadic detection of Genotype V
(American), indicating detectable genetic diversity, albeit limited. The high
nucleotide similarity with sequences from other Brazilian states is consistent
with the recent expansion of the Cosmopolitan genotype in the country, as
described in national studies published between 2020 and 2023 [23], [24], [25],
[26], [27], [28], [29].

Differences in sequencing data quality were observed between
serotypes, with lower mean Qscore and coverage depth in DENV-1 samples
compared to DENV-2. These technical limitations may have impacted
phylogenetic resolution, especially for DENV-1, and should be considered in

the comparative interpretation of results [30], [31], [32], [33].
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In this study, a marked discrepancy was observed between DENV-1
and DENV-2 data, with a mean Qscore of =7 for DENV-1 and =14 for DENV-
2, in addition to significantly lower depth for DENV-1. Low depth (<20x)
associated with a technology with a higher intrinsic error rate can compromise
the reliability of consensus sequences and introduce artificial variations,
impacting phylogenetic inference [34]. In contrast, DENV-2 samples were of
high quality and depth, allowing for a more robust phylogenetic reconstruction

that better represented actual evolutionary relationships [35].

From a methodological point of view, the use of the MinlON platform
demonstrated applicability for decentralized genomic surveillance, in line with
initiatives previously described in Brazil [37]. The identification of the
Cosmopolitan genotype of DENV-2 in the Federal District reinforces the
potential of genomic surveillance as a complementary tool to epidemiological
monitoring and public health planning actions, including vector control and
vaccination strategies, considering differences in efficacy between serotypes
[38].

In summary, the molecular and phylogenetic analysis performed in this
study allowed us to characterize the genetic profile of DENV-1 and DENV-2
serotypes circulating in the Federal District during the epidemic periods of
2022 and 2024, revealing a change in the serotype profile between the two
intervals, with a higher proportion of DENV-2 in the most recent period. The
DENV-1 samples presented a homogeneous genetic profile, with consistent
grouping into a single genotype and high similarity between sequences from
different periods, indicating low detectable phylogenetic diversity in the
analyzed set and compatibility with previously established lineages in Brazil.
In contrast, DENV-2 sequences, mostly associated with the 2024 epidemic,
were predominantly positioned in Genotype Il (Cosmopolitan), with the
identification of different sublineages, although concentrated in cohesive
phylogenetic clusters, in line with national and international descriptions.
Despite technical, sampling, and temporal limitations, the findings contribute
to the understanding of the recent dynamics of dengue in the Federal District
and reinforce the usefulness of genomic surveillance as a complementary tool

for monitoring viral circulation in epidemic contexts. Interpretations of specific
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events of introduction, dissemination, or epidemiological impact of the

identified genotypes should be made with caution.
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