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RESUMO

O estudo conduzido foi de grande importância para entender o cenário epidemiológico 

em constante mudança do Ceará durante a pandemia e pós-pandemia. O estudo objetivou 

o aprimoramento e a expansão de abordagens investigativas integradas de vigilância 

molecular aplicadas a vírus respiratórios, com foco no SARS-CoV-2, para o 

monitoramento e caracterização de variantes emergentes no estado do Ceará. Para isso, 

foram investigados o cenário epidemiológico da COVID-19 através da compilação do 

número de casos de SGs, de óbitos e de hospitalizações por SRAGs notificadas pelas 

bases de dados públicos DataSUS e IntegraSUS, durante o período de maio 2022 a 

fevereiro de 2024. Observou-se que a emergência de novas linhagens esteve 

possivelmente associada ao aumento no número de casos no Ceará. No agravo desses 

casos, consequentemente acarretando a Síndrome Respiratória, foram observadas que as 

curvas de SRAGs seguem um padrão semelhante ao aumento do número de casos de 

COVID-19, denotando a influência de distintas linhagens na gravidade da doença (cura e 

óbito). Em seguida, avaliou-se a prevalência de assinaturas moleculares e a filogenia das 

linhagens circulantes através da compilação de 897, 508 e 802 genomas do GISAID, 

correspondentes aos períodos de circulação das linhagens BA.4, BE.9 e JN.1, 

respectivamente. O perfil das assinaturas moleculares dessas linhagens foi caracterizado, 

evidenciando as mutações-chave de 9 nucleotídeos deletados na proteína NSP6 (BA.4), 

a deleção de 244 nucleotídeos na região ORF7a (BE.9) e a inserção de 12 nucleotídeos 

na região Spike (JN.1). Essas mutações nortearam o desenvolvimento de ensaios de 

genotipagem, ampliando a detecção e o monitoramento das linhagens de interesse para 

2023 e anos posteriores. Os ensaios ORF1a_del9_286 (BA.4), ORF7a_244del (BE.9) e 

S_INS12 (JN.1) apresentaram concordância de 98,33%, 89,7% e 94,40%, 

respectivamente. As sensibilidades foram de 98,69% (BA.4), 89,8% (BE.9) e 91,60% 

(JN.1), enquanto as especificidades alcançaram 98,20%, 89,6% e 100%. Os resultados 

obtidos demonstram validações satisfatórias, comparáveis a testes diagnósticos já 

estabelecidos. Além disso, o modelo de estudo e análise desenvolvido pode ser aplicado 

à vigilância de outros vírus respiratórios, como Influenza e Vírus Sincicial Respiratório 

(VSR), ampliando sua aplicabilidade na detecção e monitoramento de patógenos 

emergentes.

Palavras-chave: vigilância genômica; SARS-CoV-2; ensaios moleculares de RT-qPCR; 
sequenciamento genômico; epidemiologia
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ABSTRACT

The study conducted was of great importance in understanding the constantly changing 

epidemiological scenario in Ceará during the pandemic and post-pandemic periods. The 

study aimed to improve and expand integrated investigative approaches in molecular 

surveillance applied to respiratory viruses, focusing on SARS-CoV-2, for monitoring and 

characterizing emerging variants in the state of Ceará. To achieve this, the 

epidemiological scenario of COVID-19 was investigated through the compilation of the 

number of SG cases, deaths, and hospitalizations due to SRAG, as reported in the public 

databases DataSUS and IntegraSUS, during the period from May 2022 to February 2024. 

It was observed that the emergence of new lineages was possibly associated with an 

increase in the number of cases in Ceará. In the worsening of these cases, consequently 

leading to Severe Respiratory Syndrome, the SRAG curves followed a pattern similar to 

the increase in COVID-19 cases, indicating the influence of different lineages on disease 

severity (recovery and death). Subsequently, the prevalence of molecular signatures and 

the phylogeny of circulating lineages were analyzed through the compilation of 897, 508, 

and 802 genomes from GISAID, corresponding to the circulation periods of lineages 

BA.4, BE.9, and JN.1, respectively. The molecular signature profiles of these lineages 

were characterized, highlighting key mutations of 9 deleted nucleotides in the NSP6 

protein (BA.4), the deletion of 244 nucleotides in the ORF7a region (BE.9), and the 

insertion of 12 nucleotides in the Spike region (JN.1). These mutations guided the 

development of genotyping assays, enhancing the detection and monitoring of lineages 

of interest for 2023 and subsequent years. The ORF1a_del9_286 (BA.4), ORF7a_244del 

(BE.9), and S_INS12 (JN.1) assays showed concordance rates of 98.33%, 89.7%, and 

94.40%, respectively. Sensitivities were 98.69% (BA.4), 89.8% (BE.9), and 91.60% 

(JN.1), while specificities reached 98.20%, 89.6%, and 100%. The results obtained 

demonstrate satisfactory validations, comparable to already established diagnostic tests. 

Furthermore, the study and analysis model developed can be applied to the surveillance 

of other respiratory viruses, such as Influenza and Respiratory Syncytial Virus (RSV), 

expanding its applicability in detecting and monitoring emerging pathogens.

Keywords: genomic surveillance; SARS-CoV-2; RT-qPCR molecular assays; genomic 

sequencing; epidemiology
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1 INTRODUÇÃO

A alta e constante propagação de patógenos infecciosos impacta diretamente no 

bem comum e na situação econômica de um país, desafiando a capacidade de resposta 

dos sistemas assistenciais, como o Sistema Único de Saúde (SUS) no Brasil (Leung, 2021; 

Noronha et al., 2020). Dentre as diversas enfermidades, os vírus respiratórios destacam-

se como um desafio significativo à saúde coletiva, uma vez que afetam indivíduos de 

diferentes perfis demográficos, desde crianças até idosos, independentemente de etnia ou 

condição de saúde, com maior risco para imunocomprometidos (Fonkwo, 2008; Wang et 

al., 2021). 

Dentre os vírus de alta circulação nas últimas décadas, destacam-se os vírus da 

influenza e o coronavírus humano SARS-CoV-2, além de outros agentes emergentes e 

endêmicos, como vírus sincicial respiratório (VSR) e o adenovírus (Dye, 2014). Estes 

destacam-se pela alta transmissibilidade e associação com quadros respiratórios graves, 

o que os tornam alvos prioritários no monitoramento epidemiológico (Petersen et al., 

2020). Esses agentes têm sido os principais responsáveis pelo surgimento e ressurgimento 

de ondas epidêmicas, representando um desafio constante, em especial devido à sua alta 

taxa de mutação e notável capacidade adaptativa. Essa plasticidade genética exige 

vigilância contínua sobre variantes emergentes, especialmente aquelas com maior 

relevância epidemiológica (Harvey et al., 2021; Simonsen, 1999).

Exemplos do impacto dos vírus respiratórios podem ser observados com as 

epidemias anuais causadas por Influenza, que resultam em milhões de casos de SRAG e 

centenas de milhares de mortes em todo o mundo, afetando especialmente idosos e 

pessoas com condições debilitantes. Já para o VSR, estima-se que em 2019, este vírus foi 

responsável por infectar 33 milhões de pessoas e causar 26.300 mortes mundialmente, 

assim como o vírus SARS-CoV-2, responsável pela pandemia da COVID-19, que 

apresentou no Brasil, até 2020, mais de 4 milhões de casos confirmados e mais de 125 

mil mortes associadas à doença (Hsieh et al., 2006; Li et al., 2022; Mota e Teixeira, 2020).

A pandemia recente da COVID-19, de 2020 a 2023, reforçou a necessidade de um 

monitoramento genômico ativo das populações virais e do perfil evolutivo do SARS-

CoV-2 e demais vírus endêmicos, particularmente quando associado à reemergências de 

surtos e epidemias, ou ao escape vacinal (Silva, Da et al., 2022). A utilização do 

Sequenciamento de Nova Geração (NGS), seja por meio de protocolos de amplificação 

ou hibridização, tem sido e continuará a ser o padrão-ouro para a detecção, identificação 
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e monitoramento de linhagens virais (Gardy e Loman, 2018; Robishaw et al., 2021). No 

entanto, a experiência adquirida com as múltiplas ondas pandêmicas globais da COVID-

19, em função da disseminação das variantes de preocupação (VOCs), reforçou a 

necessidade de soluções analíticas inteligentes para lidar com os desafios relacionados à 

complexidade e às limitações de ampla testagem por NGS (Markov et al., 2023; Silva, 

Da et al., 2022). Uma das maneiras que serviços de vigilância têm realizado tais 

avaliações ocorre por meio da determinação de assinaturas moleculares características de 

cada linhagem predominante, com predição de mutações potencialmente associadas à 

pressão seletiva, seja em função de exposições prévias por meio de infecções naturais, 

ciclos de imunizações, ou até mesmo do nível de dispensação de antivirais (Zaas et al., 

2013; Zhang et al., 2024). 

Como resultado, durante a evolução pandêmica, foram implementadas estratégias 

práticas e economicamente viáveis, como os ensaios de inferência molecular, através da 

genotipagem de assinaturas-chave presentes em genomas virais. Tais estratégias aplicam 

técnicas baseadas na reação da cadeia da polimerase, utilizando a enzima transcriptase 

reversa em tempo real (RT-qPCR). Isto possibilitou complementar a vigilância genômica 

para a avaliação do cenário epidemiológico durante sucessivas ondas pandêmicas em que 

linhagens mais competentes de SARS-CoV-2 comumente emergiam e se tornavam 

predominantes (Bivins et al., 2021; Vogels et al., 2021). 

A ampliação da investigação de padrões moleculares representativos das variantes 

virais de alta circulação possibilita um aprimoramento do monitoramento e da vigilância 

genômica em períodos hiperendêmicos e epidêmicos. Dessa forma, este trabalho propõe 

aprimorar e expandir abordagens investigativas integradas de vigilância molecular 

aplicadas a vírus respiratórios, com foco no SARS-CoV-2, para o monitoramento e 

caracterização de variantes emergentes em resposta a surtos epidemiológicos no estado 

do Ceará. Para isso, procura-se realizar a análise epidemiológica da doença por meio de 

dados sobre notificações de Síndrome Gripal (SG) e Síndrome Respiratória Aguda Grave 

(SRAG) e busca-se desenvolver e validar estratégias complementares à vigilância 

genômica convencional por NGS, como RT-qPCR.
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1 Epidemiologia e monitoramento de casos

A epidemiologia é a ciência dedicada ao estudo de determinantes capazes de 

influenciar a incidência e distribuição de agravos às coletividades humanas (Kostrzewski, 

1973). Diferente da abordagem clínica, centrada na individualidade dos pacientes, a 

epidemiologia prioriza a análise coletiva, ao investigar padrões e comparativos que 

permitam identificar doenças, seus determinantes e consequências (Roux, 2025).

A aplicação de estudos epidemiológicos em cenários de elevada disseminação, 

direciona medidas em saúde pública, aplicando em especial, indicadores sobre taxa de 

incidência, taxa de prevalência e proporção de variantes. A incidência mede o número de 

novos casos de uma doença em uma população durante um período específico, sendo 

essencial para monitorar a disseminação inicial de um vírus e avaliar a eficácia de 

intervenções, como vacinas e medidas de contenção. A prevalência reflete a proporção de 

indivíduos infectados em um dado momento, sendo especialmente útil em cenários de 

surtos prolongados ou endemias (Faria, Alvarez e Santos, 2023). A análise da proporção 

de variantes com base em estudos genômicos indica a prevalência de variantes específicas 

em circulação, fornecendo subsídios para ações de vigilância e controle.

 O ônus desses estudos é primordialmente aplicado à serviço de saúde, em prol da 

construção da vigilância epidemiológica e a tomada de decisões por parte das autoridades 

governamentais e de saúde pública. No Brasil, avanços estruturais marcaram a 

consolidação desse campo, como a criação do DATASUS em 1975, um banco de dados 

público para a compilação de informações do Sistema Único de Saúde (Lei nº 

6.259/1975), e o Informe Epidemiológico do SUS (IESUS) em 1992, ambos responsáveis 

por fornecer conhecimento epidemiológico necessário para realização de ações de 

vigilância, prevenção, controle de doenças e agravos de interesse da saúde pública (Garcia 

e Duarte, 2015). 

No período pós 2ª guerra, em 1952, a OMS iniciou a rede mundial de vigilância 

de vírus respiratórios, com ênfase na vigilância do vírus influenza, englobando o 

monitoramento sentinela dos casos de síndrome gripal (SG) e de síndrome respiratória 

aguda grave (SRAG), a emergência de novos subtipos do vírus influenza e, 

hodiernamente, de novas variantes do vírus SARS-CoV-2 (Ziegler et al., 2022). No 

Brasil, em 2000, 2009 e 2020 foram implantadas ações de vigilância, que passaram a ser 
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notificadas também pelo Sistema de Informação de Vigilância Epidemiológica da Gripe 

(Sivep-Gripe) e e-SUS Notifica (e-SUS notifica: manual de instruções, 2022a) 

responsáveis pela organização dos dados computadorizados de doenças respiratórias e 

ampliação dos bancos de dados epidemiológicos. 

Adicionalmente, à nível estadual, a Secretaria da Saúde do Estado (Sesa) elaborou 

a plataforma de transparência da gestão pública de saúde do Ceará, o IntegraSUS. Esta 

plataforma é responsável por integrar sistemas de monitoramento e gerenciamento 

epidemiológico, hospitalar, ambulatorial, administrativo, financeiro e de planejamento 

dos 184 municípios cearenses, sobretudo fornecendo painéis de diversos indicadores 

epidemiológicos, como número de casos, óbitos, cobertura vacinal, entre outros dados 

responsáveis por auxiliar a tomada de decisões em saúde pública no Ceará (Secretaria de 

saúde, IntegraSUS, disponível em: https://integrasus.saude.ce.gov.br/). 

2.2 Doenças infecciosas por vírus respiratórios

As doenças infecciosas englobam um amplo espectro de enfermidades 

causadas por microrganismos como bactérias, vírus, parasitas e fungos. Essas doenças 

ocorrem quando o sistema imunológico do hospedeiro é incapaz de eliminá-los de forma 

eficaz, permitindo sua multiplicação e disseminação no organismo (Jones et al., 2008; 

Ristori et al., 2024). Quando se propagam entre indivíduos, são classificadas como 

transmissíveis, podendo ocorrer por diferentes vias, incluindo contato direto com fluidos 

corporais, transfusão de produtos sanguíneos, exposição a superfícies contaminadas, 

transmissão por vetores biológicos ou pela inalação de aerossóis contendo partículas 

infecciosas (Randall et al., 2021). 

Os vírus respiratórios representam uma das principais causas de doenças 

infecciosas, contribuindo com um grande impacto na morbidade e mortalidade em escala 

global, especialmente entre populações vulneráveis e em contextos de surtos epidêmicos 

e pandemias (Leung, 2021; Wang, C. C. et al., 2021). Dentre as famílias virais de maior 

impacto, destacam-se os Coronaviridae, responsáveis por doenças como MERS, SARS e 

a COVID-19, os Orthomyxoviridae, causadores da influenza sazonal e de pandemias 

gripais (Petersen et al., 2020). Outras famílias virais também se destacam por sua 

relevância epidemiológica, como os Retroviridae, contemplando o Vírus da 

Imunodeficiência Humana (HIV), Hepadnaviridae, responsáveis pela Hepatite B, 

https://integrasus.saude.ce.gov.br/
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Flaviviridae, responsáveis pela Hepatite C, Paramyxoviridae, contemplando o Vírus 

Sincicial Respiratório (VSR) e Adenoviridae, contemplando os Adenovírus (Dye, 2014).

Estas possuem elevada capacidade adaptativa, que favorece a circulação e 

transmissão em diferentes ambientes e contextos, muitas vezes atingindo escala global. 

Historicamente, tais patógenos têm sido responsáveis por desencadear epidemias e 

pandemias de grande relevância para a saúde pública, influenciando não apenas a 

dinâmica de saúde global, mas também o desenvolvimento de estratégias de vigilância e 

controle (Flerlage et al., 2021). 

2.2.1 Surtos, endemias, pandemias e epidemias

Em epidemiologia, do grego epi (sobre), demo (estudo) e logia (população) 

(Pereira, 2003), se é estudado o conjunto dos fatores que determinam a frequência e a 

distribuição das doenças nas populações humanas (Kostrzewski, 1973),. Essa distribuição 

pode variar tanto espacialmente quanto temporalmente, sendo influenciada por 

determinantes biológicos, ambientais, sociais e comportamentais. Dentre os principais 

tipos de evolução temporal de uma doença, existem as variações cíclicas sazonais e as 

variações irregulares (Grassly e Fraser, 2006). As variações sazonais ocorrem quando a 

incidência de uma doença está atrelada às estações do ano, como a gripe, enquanto as 

variações irregulares dizem respeito à eventos não esperados de uma doença (Gomes, 

2015).

As variações para a ocorrência de doenças podem ser classificadas como: 

endemias, surtos, epidemias ou pandemias. Endemia refere-se à incidência constante de 

uma doença em uma região geográfica específica, seja de forma sazonal ou de forma 

irregular, sem apresentar variações abruptas em sua ocorrência e com níveis previsíveis 

temporalmente (Byrne e Hays, 2021). Em linhas gerais, está mais relacionada à 

frequência com que a doença ocorre em uma região do que ao número absoluto de casos 

registrados (Piret e Boivin, 2021). Diferentemente, surtos representam aumentos na 

incidência de uma doença em uma área delimitada, sendo classificados como epidemias 

caso a propagação se alastre para áreas mais amplas, ou pandemias, se alcançarem uma 

disseminação global (Torres Munguía et al., 2022; Vora et al., 2023). As pandemias 

geralmente superam as epidemias em escala, severidade e duração, e estão atreladas a 

doenças infecciosas e com alta taxa de transmissão (Piret e Boivin, 2021). O decreto 
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oficial de status de pandemia compete, de forma reservada, a autoridades em saúde 

pública, como a Organização Mundial de Saúde (OMS). 

2.2.2 Histórico de casos por COVID-19

Em 2020, o primeiro caso de COVID-19 foi confirmado no Brasil em um residente 

de São Paulo que regressava de uma viagem à Itália. Segundo dados do Ministério da 

Saúde, no período entre fevereiro de 2020 a abril de 2024 o país registrou mais de 38 

milhões de casos da doença, dos quais 2.202.692 foram de hospitalizações por SRAG 

decorrentes da COVID-19 e 712.038 foram os casos que evoluíram à óbitos (boletim 

epidemiológico nº160 – COVID-19, disponível em: https://www.gov.br/saude/pt-br).

 Segundo dados da OMS para 2025, o Brasil registra o segundo maior número 

absoluto de óbitos por COVID-19, com mais de 700 mil óbitos registrados, ficando atrás 

apenas dos Estados Unidos. No entanto, ocupa a sexta posição em número total de casos 

registrados, com 37,5 milhões, o que sugere uma possível subnotificação (dados da World 

Health Organization (WHO), disponíveis em: https://data.who.int/dashboards/covid19/) 

(Figura 1).

Figura 1 - Número de casos e óbitos registrados por COVID-19 mundialmente e 

nos seis países com maior número de registros.

https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/boletins/epidemiologicos/covid-19/2024
https://data.who.int/dashboards/covid19/
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Fonte: Elaborado pelo autor a partir de dados da World Health Organization (WHO), disponíveis em: 

https://data.who.int/dashboards/covid19/

2.2.3 Síndrome respiratória aguda grave (SRAGs) e demais complicações

A infecção por SARS-CoV-2 pode variar desde casos assintomáticos e 

manifestações leves até quadros moderados, graves e críticos. De acordo com a nota 

técnica nº14 de 2022, os casos assintomáticos são definidos como aqueles onde o paciente 

está positivo para o teste laboratorial, mas não apresenta sintomas. Já os casos leves ou 

síndromes gripais (SG) se caracterizam pela presença de sintomas como febre, calafrios, 

dor de cabeça, tosse, coriza, entre outros, que quando evoluem para um quadro de 

dispneia/desconforto respiratório, pressão persistente no tórax, saturação de oxigênio 

menor que noventa de quatro porcento (SpO2 ≤ 94%) em ar ambiente e coloração azulada 

de lábios ou rosto, são chamados de casos graves ou SRAGs (Nota Técnica n.º 14/2022 - 

CGGRIPE/DEIDT/SVS/MS – 2022f, Guia de Vigilância Epidemiológica – 2022c). É 

fundamental monitorar atentamente os sinais e sintomas que indicam agravamento da 

condição, os quais podem necessitar de internação hospitalar.

https://data.who.int/dashboards/covid19/
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2.3 Vírus respiratórios e suas formas de transmissão

Vírus são os menores agentes infecciosos existentes, com exceção dos príons. 

Eles possuem DNA ou RNA como material genético, além de componentes estruturais, 

como proteínas, lipídeos e glicoproteínas (Correa et al., 2021). A infecção por vírus está 

atrelada a células-hospedeiras específicas e depende da presença de receptores de 

superfície que reconheçam as moléculas do vírus para a entrada na célula, haja vista o 

mecanismo parasitário intracelular obrigatório e a dependência do maquinário celular 

para síntese do seu material genético e de suas proteínas estruturais (Wißing et al., 2021). 

De acordo com Bardhan et al., doenças zoonóticas são infecções transmitidas 

de espécies não humanas para humanas, e vírus como da raiva, influenza e COVID-19 

são exemplos comuns dessas zoonoses. O desenvolvimento da civilização humana esteve 

associado à utilização de animais com fins de alimentação, transporte, negócios e 

estimação, elevando o contato entre humanos e animais e facilitando a transmissão dessas 

doenças (Bardhan et al., 2023). A elevada capacidade pandêmica das zoonoses é 

determinada por fatores biológicos como eficiência de transmissibilidade em humanos, 

especialmente em espécies de parentesco próximo. A ausência de imunidade prévia na 

população frente a um novo agente infeccioso, fatores virais que potencializam a 

transmissão da infecção, como a virulência, e o nível de mutagenicidade do agente viral 

são os principais determinantes (Singh e Gajadhar, 2014). Adicionalmente, fatores não 

biológicos como aspectos político-econômicos, mobilidade populacional, infraestrutura 

sanitária e falhas na detecção precoce, contenção e resposta epidemiológica influenciam 

significativamente a disseminação dessas infecções (Morse et al., 2012).

Para a influenza, as aves aquáticas são os principais reservatórios naturais, 

embora o vírus também possa infectar outros hospedeiros na natureza, como seres 

humanos, suínos, equinos e focas (Forleo-Neto et al., 2003). Em geral, a transmissão 

ocorre dentro da mesma espécie, mas algumas linhagens podem atravessar barreiras 

interespecíficas. Os suínos possuem células que expressam receptores para os vírus 

humanos e aviários, permitindo a disseminação viral entre espécies. Os vírus influenza 

do tipo A possuem um amplo espectro de hospedeiros, infectando seres humanos, suínos, 

cavalos, mamíferos marinhos e aves, sendo, até o momento, os únicos vírus da Influenza 

conhecidos por causar pandemias em humanos; O tipo B ocorre primordialmente em seres 

humanos, mas não se observa associado a pandemias; O tipo C infecta humanos e suínos, 
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conhecido por geralmente causar infecções respiratórias mais leves, sem gerar surtos 

epidêmicos (Taubenberger & Kash, 2010,   Zhu et al., 2023). O tipo D infecta 

principalmente gado com transmissão para outros animais, mas não são conhecidos por 

infectar pessoas e causar doença (Krammer et al., 2018).

Para os coronavírus, ainda que os morcegos sejam os reservatórios primários 

destes agentes virais, a capacidade de mutação e adaptação desses vírus permitiu que 

houvesse o “salto” da barreira interespecífica da infecção, permitindo que eles pudessem 

infectar humanos. A emergência do novo coronavírus (SARS-CoV-2) representou um 

grande desafio para a saúde pública mundial, uma vez que, por se tratar de um vírus 

emergente, a população não possuía imunidade prévia, o que impactou diretamente os 

índices de hospitalização e a eficácia dos tratamentos já existentes (Sharma, Ahmad 

Farouk e Lal, 2021). 

2.3.1 Eventos de mutação

Mutações podem ser pontuais, afetando um único nucleotídeo, e são classificadas 

como sinônimas, quando não alteram a sequência de aminoácidos, ou não sinônimas, 

quando resultam em mudanças na composição proteica. Mutações também podem ocorrer 

na forma de inserções ou deleções (indels) no genoma, um fenômeno comum em 

coronavírus, mas ainda pouco estudado quanto à sua relevância estrutural (Jeronimo et 

al., 2024).

As mutações podem ser classificadas de acordo com sua localização e impacto no 

genoma viral. As estruturais afetam genes que codificam proteínas estruturais do vírus, 

influenciando diretamente sua capacidade de se ligar às células hospedeiras. Já as não 

estruturais, envolvem genes responsáveis por proteínas acessórias, essenciais para a 

replicação e transcrição do RNA viral (Jahirul Islam et al., 2023; Jeronimo et al., 2024).

A maioria das mutações é neutra, ou seja, não confere vantagens ou desvantagens 

significativas ao vírus. No entanto, algumas podem proporcionar vantagens seletivas, 

como aumento da transmissibilidade ou evasão da resposta imune, levando ao surgimento 

de variantes de preocupação.

2.3.2 Fatores hospedeiros e ambientais na evolução dos vírus
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2.4 Aspectos morfológicos e genômicos do SARS-CoV-2 

SARS-CoV-2 é um vírus de RNA de fita simples, de sentido positivo não-

segmentado (+ssRNA) de aproximadamente 30 quilobases (kb), considerado um dos 

maiores vírus de RNA já conhecidos (Abdelrahman, Li e Wang, 2020; Schoeman, Gordon 

e Fielding, 2022). Seu genoma é altamente conservado, arranjado em 14 janelas abertas 

de leitura (ORFs – do inglês, open reading frames), responsáveis pela síntese de 31 

proteínas. Destas, 16 são proteínas não estruturais (NSPs), cuja função envolve a 

replicação do genoma e a regulação inicial da transcrição, 11 são proteínas acessórias e 4 

são proteínas estruturais (Abdelrahman, Li e Wang, 2020; Redondo et al., 2021). As 

proteínas estruturais são essenciais para a formação do capsídeo e da partícula viral, 

conhecidas como: spike (gene S), proteína de membrana (gene M), proteína do 
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nucleocapsídeo (gene N) e proteína de envelope (gene E). Dentre os vírus de RNA, os 

coronavírus são uns dos que possuem menores taxas de mutação, ao mesmo tempo que 

possuem maiores taxas de replicação intra-hospedeiro, devido à atividade 

exoribonucleásica 3’-5’ da proteína não estrutural NSP 14. Essa proteína possui uma 

função de revisão do RNA e é responsável pela resistência dos coronavírus a agentes 

mutagênicos de RNA (Abdelrahman, Li e Wang, 2020) (Figura 2).

Figura 2 - Arquitetura morfológica do genoma de SARS-CoV-2. A figura destaca em 

cores os genes responsáveis por traduzir as proteínas não estruturais do vírus em verde e 

azul, estruturais em amarelo e acessórias em roxo.

Fonte: Redondo et al., 2021.

Dentre as proteínas estruturais do SARS-CoV-2, a Spike possui maior destaque na 

infecção e resposta imunológica. Essa molécula imunogênica é um homotrímero 

glicosilado formado pelas subunidades S1 e S2, responsável por mediar a entrada viral 

no hospedeiro e sua transmissão. A subunidade S1 possui um dominio de ligação ao 

receptor (RBD), que identifica e interage com o receptor humano ACE2, garantindo 

elevada imunogenicidade (Zhang et al., 2021).

Outra importante proteína estrutural é a do nucleocapsídeo, que possui dois 

domínios estruturais conservados: monômero NTD e dímero (CTD). Essa proteína é 

responsável pela proteção do genoma viral através da formação do complexo 

ribonucleoproteína e manutenção da conformação correta do RNA para replicação e 

transcrição (Bai et al., 2021). 
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A proteína da membrana (M) é a mais abundante, caracterizada por três domínios 

transmembranares que contribuem para a estabilidade celular (Shamsi et al., 2021). Essa 

proteína desempenha um papel central na determinação da morfologia do vírion, atuando 

na interação com outras proteínas virais e servindo como suporte para a fixação do 

nucleocapsídeo (Bai, Zhong e Gao, 2022). Em contraste, a proteína do envelope (E) é a 

menor em tamanho. Além das proteínas estruturais, os CoVs codificam nove proteínas 

acessórias (3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 9c e 10), que exibem baixa conservação e estão 

envolvidas na modulação da patogenicidade e na evasão das respostas imunes, embora 

suas funções detalhadas permaneçam parcialmente desconhecidas (Bai, Zhong e Gao, 

2022). Mutações nas proteínas acessórias ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF8 e ORF10 foram 

observadas em “variantes de preocupação”, potencialmente estando associadas à elevação 

da patogênese e da transmissibilidade dessas cepas de SARS-CoV-2 (Redondo et al., 

2021).

2.4.1 Classificação de variantes e como surgem

Assim como outros vírus, o SARS-CoV-2 passou por mudanças constantes em seu 

genoma ao longo do tempo, o que reflete um processo natural da evolução viral. Tal 

processo se dá por recombinações e erros de transcrição característicos/inerente do 

processo de replicação dos vírus, ocasionando a aparição de mutações, tais como 

substituições, inserções e deleções, que se acumulam ao longo das gerações e resultam na 

formação de novas linhagens (World Health Organization (WHO), disponíveis em: 

https://www.who.int/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants). 

Ainda que grande parte dessas variações não afete significativamente as 

características do vírus, algumas alterações podem influenciar aspectos do vírus como a 

facilidade de transmissão, a gravidade da doença, o desempenho de vacinas e tratamentos, 

ferramentas de diagnóstico e outras medidas de saúde pública e sociais, desencadeando o 

surgimento de múltiplos surtos epidêmicos ao redor do mundo (Rede Genômica, 2022). 

Para melhor entender e estudar as alterações virais de SARS-CoV-2, um sistema de 

classificação foi desenvolvido para permitir a comparação e detecção das diferentes 

variações do vírus em quaisquer regiões do mundo. 

Passou-se a ser definido como variante uma linhagem ou conjunto de linhagens 

que apresentam um impacto epidemiológico considerável. Uma variante possui linhagens 

https://www.who.int/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants
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que compartilham um ancestral comum e apresentam mutações específicas, com um alto 

grau de similaridade genética entre si (Costa, 2023; Rede Genômica, 2022). Essas 

mudanças podem, ou não, conferir vantagens seletivas em comparação com o vírus 

ancestral. A Organização Mundial da Saúde (OMS), em colaboração com parceiros, 

classificou as variantes em relação ao risco à saúde pública e atribuiu rótulos - letras 

gregas - aos grupos, subdividindo-os em categorias de Variante de preocupação (VOC), 

Variantes de Interesse (VOI) e Variantes sobre Monitoramento (VUM) (Rede Genômica, 

2022). As variantes sob monitoramento (VUMs) são variantes que apresentam alterações 

genéticas suspeitas de impactar características virais, com potencial risco à saúde pública 

no futuro, mas sem evidências conclusivas de impacto epidemiológico, necessitando 

monitoramento. As variantes de interesse (VOIs) são variantes com alterações genéticas 

capazes ou potencialmente capazes de afetar a transmissibilidade, virulência, escape 

imunológico, detecção em testes diagnósticos ou resistência a terapias, além da 

transmissão comunitária significativa, múltiplos contágios em diferentes países ou 

aumento na prevalência relativa e nos casos, indicando possível risco emergente à saúde 

pública. Já as (VOCs) atendem aos critérios de VOIs e, adicionalmente, demonstram estar 

associadas (i) uma mudança prejudicial na severidade da doença, (ii) um impacto 

substancial na capacidade dos sistemas de saúde de providenciar assistência ou (iii) uma 

redução significante na efetividade das vacinas disponíveis, representando um risco 

global elevado. Essas classificações são dinâmicas e ajustadas ao contexto 

epidemiológico. (dados da World Health Organization (WHO), disponíveis em: 

https://www.who.int/publications/m/item/updated-working-definitions-and-primary-

actions-for--sars-cov-2-variants)

Por outro lado, uma linhagem é designada quando apresenta pelo menos uma 

diferença nucleotídica em relação à linhagem ancestral. Além disso, os genomas dentro 

dessa nova linhagem devem compartilhar pelo menos uma mutação entre si, que pode ou 

não ser a mesma que a diferenciou da ancestral. Para assegurar confiabilidade na 

designação, a nova linhagem deve possuir pelo menos cinco genomas com alta cobertura 

(>95%) e apresentar suporte filogenético robusto (bootstrap >70%) no nó definidor da 

linhagem (Rambaut et al., 2020). Com o objetivo de atribuir uma nomenclatura racional 

e dinâmica para a diversidade filogenética em expansão de SARS-CoV-2, foram criados 

compilados de ferramentas de bioinformática e sistemas de nomes, mas em especial, o 

sistema Pango. Baseando-se em duas linhagens primordiais, A e B, os decendentes seriam 

https://www.who.int/publications/m/item/updated-working-definitions-and-primary-actions-for--sars-cov-2-variants
https://www.who.int/publications/m/item/updated-working-definitions-and-primary-actions-for--sars-cov-2-variants
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atribuídos a um valor numérico, como linhagem A.1 ou linhagem B.2, de modo que cada 

nova linhagem, após 4 subníveis, como A.1.1.1.1, se torna uma nova letra, como C.1 

(Rambaut et al., 2020). Em 15 de março de 2023, a OMS anunciou que, a partir de então, 

as letras gregas seriam usadas exclusivamente para as VOCs, enquanto as VOIs seriam 

nomeadas de acordo com sistemas como Pango (dados da World Health Organization 

(WHO), disponíveis em: https://www.who.int/publications/m/item/updated-working-

definitions-and-primary-actions-for--sars-cov-2-variants) (Figura 3). 

2.4.1.1 Variantes de preocupação (VOCs)

Figura 3 - Sequência temporal da emergência das variantes de preocupação e de 

interesse da COVID-19

Fonte: Flores-Vega et al., 2022. 

 De acordo com as classificações iniciais definidas em 2021 pela OMS, as VOCs 

circulantes foram denominadas de Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gama (P.1), Delta 

(B.1.617.2) e Ômicron (B.1.1.529) (linhagem parental). Essas VOCs evoluíram 

independemente, por distintas linhagens filogenéticas, realizando diversas mutações 

convergentes na proteína spike, responsável por alterações na transmissibilidade e 

antigenicidade. 

A variante B.1.1.7 (VOC Alfa) foi identificada no sudeste da Inglaterra entre 

setembro e dezembro de 2020, caracterizada por diversas alterações genéticas e 

responsável por ser de 43 a 90% mais transmissível do que as cepas anteriores de SARS-

https://www.who.int/publications/m/item/updated-working-definitions-and-primary-actions-for--sars-cov-2-variants
https://www.who.int/publications/m/item/updated-working-definitions-and-primary-actions-for--sars-cov-2-variants
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CoV-2 (Davies et al., 2021). Durante o período de outubro de 2020 e início de 2021, 

abordagens genômicas identificaram as variantes B.1.351 (VOC Beta) e P.1 (VOC Gama) 

na África do Sul e no Brasil, na cidade de Manaus, respectivamente (Tegally et al., 2021, 

Zimerman et al., 2022). Em outubro-dezembro de 2020, identificou-se na Índia a VOC 

Delta (B.1.617.2), responsável pela maioria dos casos positivos de SARS-CoV-2 no país 

(Limaye et al., 2021), que se espalhou globalmente substituindo outras variantes em 

diversos países (Tian et al., 2021) (Quadro 1). 

No Brasil, a primeira onda pandêmica iniciou-se com a introdução, em fevereiro 

e março de 2020, de múltiplas linhagens ainda não classificadas como VOCs, sendo 

detectadas linhagens designadas como B.1.1.28 e B.1.1.33 (Giovanetti et al., 2021). A 

segunda onda pandêmica se caracterizou pela circulação no final de 2020 e início de 2021 

das VOCs Alfa e Gama, que dominaram a população viral por 8 meses consecutivos. A 

VOC Gama, em especial, com seu potencial elevado de transmissão, ocasionou aumento 

exponencial no número de casos no país, provavelmente sendo responsável pela maior 

severidade da segunda onda (Giovanetti et al., 2021). Já a VOC Delta, apesar de 

circulação global, não foi responsável por geração de onda epidêmica no Brasil (Quadro 

1). 

Quadro 1 - Classificação das Variantes de Preocupação (VOCs) designadas pela OMS

Nomenclatura 
da OMS

Linhagem 
Pango

Clado 
GISAID

Possível 
origem

Possível primeira 
notificação

Alfa B.1.1.7 GRY Reino 
Unido

Setembro de 2020

Beta B.1.351 GH/501YV2 África do 
Sul

Maio de 2020

Gama P.1 GR/501YV3 Brasil Novembro de 2020

Delta B.1.617.2 G/476KV1 Índia Outubro de 2020

Ômicron B.1.1.529 GR/484R Múltiplas Novembro de 2021

Fonte: Disponível em: https://www.genomahcov.fiocruz.br/en-lineages/

https://www.genomahcov.fiocruz.br/en-lineages/
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2.4.1.2 Variante de preocupação Ômicron 

No final de 2021, em Botsuana, na Africa do Sul, foi realizada a primeira 

identificação da nova variante chamada VOC Ômicron (B.1.1.529), expandindo-se 

posteriormente para 50 países. Observou-se que esta VOC seria altamente divergente e 

com muitas mutações, sendo dividida em sublinhagens: BA.1, BA.2, BA.3, BA.4, BA.5, 

BA.2.12.1 e, mais recentemente, derivadas da BA.2, como a JN.1 e JD.1, de modo que 

são passíveis de apresentar de diferenças genéticas e antigênicas (Parra-Lucares et al., 

2022) (Quadro 2).

Com mais de 30 mutações na proteína Spike, a Ômicron altera a resposta imune 

do hospedeiro ao impactar na geração de anticorpos neutralizantes para si, 

particularmente nas regiões RBD e NTD. As mutações compartilhadas da Ômicron com 

outras VOCs são as E484, K417N, T478K, N501Y e P681H, que estão associadas com a 

elevação da transmissibilidade, maior afinidade com receptor ACE2 e maior escape 

imunológico.  Entretanto, as sublinhagens da Ômicron também apresentam mutações 

únicas (Chen, K. W. K., Tsung-Ning Huang e Huang, 2022). Dessas mutações, 15 estão 

localizadas na região RBD, o que resultou em sua rápida expansão e prevalência global 

(Tian et al., 2022).

Em relação à circulação e características moleculares das sublinhagens, a BA.1 

suplantou rapidamente a VOC Delta, alcançando circulação mundial que predominou de 

novembro de 2021 a janeiro de 2022. Essa linhagem foi caracterizada pela presença da 

Δ69–70 em ensaios de RT-qPCR, uma deleção na região NTD que revelou estar associada 

com a replicação viral (Chen, K.-W. K., Tsung-Ning Huang e Huang, 2022). 

Sucessivamente, a BA.2 iniciou a substituição da BA.1 em diversos países, circulando de 

fevereiro e março de 2022 e caracterizada pela ausência da Δ69–70. Subsequentemente, 

surgiram na África do Sul as sublinhagens BA.4 e BA.5, que apresentavam maior 

transmissibilidade em relação à variante citada anteriormente. Essas sublinhagens 

circularam em abril de 2022, apresentando na proteína S a deleção Δ69–70 e a mutação 

L452R – assim como a VOC Delta- e outras mutações ao longo do genoma que à 

distinguiu de outras variantes (Chen, K.-W. K., Tsung-Ning Huang e Huang, 2022).

A linhagem BQ.1 emergiu em setembro de 2022, caracterizada por ser uma 

sublinhagem da BA.5 e possuir as mutações K444T e N460K na proteína S, responsáveis 

por elevação nas taxas de transmissão e pela capacidade de escape imunológico (Mustafa 
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e Makhawi, 2022). Sucessivamente, surge em novembro de 2022 mais uma sublinhagem 

descendente da BA.5 no norte do Brasil, chamada de BE.9 (BA.5.3.1.9). Essa linhagem 

apresentava uma deleção 244 bases no gene ORF7a, não presente nas linhagens da BQ.1.  

Além disso, a BE.9 adquiriu diversas mutações relacionadas com a resistência à 

anticorpos, possivelmente contribuindo para o sucesso no aumento de casos (Ricardo 

Valverde, 2022).

A linhagem XBB surgiu a partir da recombinação de duas sublinhagens derivadas 

da BA.2, especificamente BJ.1 e BM.1.1.1 (Tamura et al., 2023). Essa variante apresenta 

mutações significativas na proteína spike, que conferem maior capacidade de transmissão 

e escape imunológico em comparação com linhagens anteriores. No entanto, dados 

epidemiológicos sugerem que a XBB está associada a um risco reduzido de evolução para 

quadros graves de COVID-19, possivelmente devido à imunidade prévia adquirida por 

infecções anteriores ou vacinação (Ao et al., 2023). Detectada inicialmente na Índia em 

agosto de 2022, a XBB rapidamente se espalhou para países como Singapura e Estados 

Unidos, onde sublinhagens relacionadas foram responsáveis por ondas de infecção ao 

longo de 2023.

A linhagem JN.1 (BA.2.86.1.1) é uma subvariante da BA.2.86, que, por sua vez, 

descende da variante Ômicron BA.2. Identificada no final de 2023, a JN.1 foi classificada 

como uma Variante de Interesse (VOI) pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 

devido ao seu rápido aumento na prevalência global e às suas características genômicas 

distintas (dados de WHO, disponíveis em: https://www.who.int/activities/tracking-

SARS-CoV-2-variants). Essa linhagem apresenta mais de 30 mutações na proteína Spike, 

incluindo a mutação Leu455Ser, que está associada a um potencial aumento na 

capacidade de evasão imunológica e transmissibilidade (Comunidade de saúde, 2024). 

Após emergência dessa linhagem nos Estados Unidos, rapidamente atingiu 

predominância global, não havendo, no entanto, evidências robustas de que a JN.1 cause 

quadros mais graves de COVID-19 em comparação com outras variantes da Ômicron (Ma 

et al., 2024).

A contínua evolução do SARS-CoV-2, com o surgimento de variantes como a 

JN.1, destaca a importância da vigilância genômica para guiar medidas de intervenção 

pelas autoridades de saúde pública, assim como a identificação de antígenos para 

atualização das vacinas de COVID-19, mitigando a disseminação do vírus e prevenindo 

https://www.who.int/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants
https://www.who.int/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants
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suas manifestações mais graves. O monitoramento contínuo e estudos sobre as 

características genéticas, transmissibilidade e escape imunológico das sublinhagens da 

VOC Ômicron é essencial para compreender sua evolução viral e impacto na saúde 

pública (Ma et al., 2024).
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Quadro 2 – Designação da VOC Ômicron, suas respectivas sublinhagens e a VOI JN.1 pela OMS

Fonte: Disponível em https://www.who.int/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants).

Designação 
OMS

Linhagem Pango Sublinhagem 
Pango

Principais mutações de 
interesse

Primeiros casos Data de 
designação 

(OMS)

VOC Ômicron

B.1.1.529 BA.1
Múltiplas

Múltiplos países africanos, 
Nov-2021

VUM: 24-Nov-
2021 VOC: 26-

Nov-2021

B.1.1.529 BA.2 Múltiplas Reino Unido, Dez-2021

B.1.1.529
BA.4/BA.5

S:L452R S:F486V 
ORF7b:L11F N:P151S 

G12160A
Estados Unidos, Abr-2022

Sublinhagem da 
BA.5

BQ.1 Orf1b:Y264H S:N460K Estados Unidos, Ago-2022

Sublinhagem da 
BA.5

BE.9 Orf7a:del244 Brasil, Ago-2022

Recombinante 
entre BA.2.10.1. e 

BA.2.75

XBB
Breakpoint em S, S:G252V Índia, Europa Set-2022

VOI JN.1 Sublinhagem da 
BA.2.86 JN.1 S:L455S 25 de agosto 2023

VOI: 18 de 
dezembro de 

2023

https://www.who.int/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants
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2.5 Vigilância molecular ativa de patógenos emergentes

2.5.1 Diagnóstico laboratorial

O diagnóstico laboratorial refere-se ao uso de testes laboratoriais para auxiliar na 

confirmação ou exclusão de uma suspeita clínica. No contexto da vigilância molecular 

ativa de patógenos, o diagnóstico laboratorial pode, adicionalmente, identificar novos 

focos de transmissão e monitorar surtos. Os resultados dos testes são fundamentais para 

orientar medidas de saúde pública, contribuindo para a promoção de estratégias de 

controle - o distanciamento social e a quarentena - e proteção de grupos mais vulneráveis, 

diminuindo, assim, a morbidade e mortalidade associadas à doença (Ministério da Saúde, 

2025). 

Para as doenças respiratórias, a similaridade dos sintomas manifestados e, 

eventualmente, a circulação concomitante dos agentes patogênicos, tais como SARS-

CoV-2 e outros vírus respiratórios, exige que o diagnóstico laboratorial seja realizado ao 

invés de um diagnóstico puramente clínico (Ministério da Saúde, 2024).

2.5.2 Métodos de diagnóstico laboratorial

De acordo com CDC, o diagnóstico laboratorial para COVID-19 pode ser efetuado 

por testes de biologia molecular ou por testes rápidos de antígeno (TR-Ag) (CDC, 2023c). 

As amostras clínicas prioritárias para o diagnóstico são amostras de secreção respiratória, 

nasofaringe ou orofaringe.

2.5.2.1 Diagnóstico laboratorial por biologia molecular

Os testes de biologia molecular utilizam da técnica padrão-ouro para diagnóstico 

de infecções virais, a RT-qPCR, utilizando a reação da transcriptase reversa seguida pela 

reação em cadeia da polimerase em tempo real. O processo envolve a conversão do RNA 

viral em DNA complementar (cDNA) por meio da enzima transcriptase reversa, seguida 

da amplificação de regiões específicas do genoma viral utilizando primers e sondas 

(Corman et al., 2020). Nota-se que, a depender da distância entre os primers que anelam 

à esquerda do cDNA – Forward – e primers que anelam à direita do cDNA – Reverse, o 

tamanho do material genético amplificado - ou amplicon - é alterado. A amplificação 

ocorre em ciclos e cada ciclo possui 3 etapas relativas à desnaturação das fitas de cDNA, 

anelamento dos primers à fita e extensão da DNA polimerase gerando uma fita 
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complementar de cDNA, de modo que ao final de cada ciclo, o número de cópias do 

material genético é dobrado. 

Durante a PCR em tempo real, o analista consegue visualizar a curva de 

amplificação do material genético quase instantaneamente, através da utilização de 

fluoróforos que enviam sinais ao equipamento a cada ciclo. Em fluoróforos inespecíficos 

como SYBR Green ou BRYT Green, a amplificação pode ser visualizada à medida que o 

número de cópias do genoma é multiplicado e o fluoróforo anelado às cópias das 

sequências emite a fluorescência. Nessa técnica, a análise da curva de melting é uma etapa 

crucial para avaliar a especificidade da amplificação, pois permite identificar produtos 

inespecíficos, como dímeros de primers, e confirmar a presença do amplicon desejado. A 

temperatura de melting (Tm) é influenciada pelo tamanho do amplicon e pela composição 

de bases GC, sendo que amplicons maiores e com maior conteúdo de GC tendem a 

apresentar Tm mais elevada devido à maior estabilidade térmica. Essa análise é 

amplamente utilizada em genotipagem, detecção de mutações e validação de primers, 

garantindo a confiabilidade dos resultados obtidos na RT-qPCR (Hashemipetroudi et al., 

2018; Pryor e Wittwer, 2006).

Por outro lado, a amplificação pode ser monitorada através de corantes específicos 

denominados de sondas, que são oligonucleotídeos marcados por fluoróforos e seus 

silenciadores (quenchers) que anelam em regiões específicas das sequências. Esses 

quenchers quando hidrolisados, emitem uma fluorescência que se intensifica a cada ciclo 

de detecção (Han et al., 2022). 

Alternativamente à RT-qPCR, a amplificação isotérmica mediada por loop com 

transcriptase reversa, ou RT-LAMP, trata de um teste molecular que amplifica o RNA 

viral em condições isotérmicas, sem a necessidade de ciclos térmicos. Embora menos 

sensível que a RT-qPCR, a RT-LAMP é útil em cenários com infraestrutura limitada 

(Notomi, 2000).

2.5.2.2 Diagnóstico laboratorial por teste rápido de antígeno

Além dos testes de biologia molecular, também podem ser realizados testes 

rápidos de antígeno para diagnóstico de COVID-19. Esses são imunoensaios point-of-

care, baseados na técnica de imunocromatografia de fluxo lateral. Essa técnica consiste 

na captura de antígenos virais que estão presentes na amostra por meio de anticorpos 

imobilizados na membrana do dispositivo de teste rápido. Esses testes são menos 
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sensíveis que os métodos moleculares, mas oferecem resultados rápidos (15-30 minutos) 

e são ideais para triagem em larga escala e em locais com recursos limitados (Spicuzza et 

al., 2023). 

Por sua capacidade de identificação da infecção ativa (fase aguda) em amostras 

coletadas de modo não invasivo, como de nasal/nasofaringe, esse teste foi utilizado 

complementarmente ao da RT-PCR e como auto-teste, apresentando benefícios 

relacionados ao aumento de testagens e rapidez na identificação do SARS-CoV-2, 

sensibilidade e especificidade no monitoramento e custo-benefício acessível, em 

momentos onde os testes moleculares se tornaram dispendiosos e indisponíveis durante 

as crises mais graves da pandemia. Tais testes também auxiliam no monitoramento da 

soroprevalência da população naturalmente e vacinalmente imunizada, demonstrando a 

conservação e/ou durabilidade da imunização geral da população (Spicuzza et al., 2023).

2.5.2.3 Regiões genômicas alvo no diagnóstico laboratorial

No diagnóstico de COVID-19, os kits de testes moleculares se dirigem 

primariamente à identificação de regiões como os genes E, RdRp (RNA polimerase 

dependente de RNA) e N (nucleocapsídeo), que apresentam baixa variabilidade entre 

diferentes linhagens e variantes. A seleção de regiões conservadas do genoma viral auxilia 

na garantia da sensibilidade e a especificidade do teste (Karcioglu, 2024). Segundo 

Corman, genes de SARS-CoV-2 altamente conservados, foram amplamente utilizados em 

ensaios diagnósticos (Corman et al., 2020). Já para outros vírus, como influenza, o gene 

da matriz (M) foi frequentemente utilizado como alvo, devido à sua conservação entre 

diferentes tipos e subtipos (WHO, 2011). 

Regiões variáveis, como o gene da proteína Spike (S) no SARS-CoV-2, são 

interessantes para a diferenciação de variantes, mas não são ideais para ensaios 

diagnósticos universais, pois podem levar a falsos negativos em caso de mutações ou 

deleções (Vidya et al., 2021). Portanto, para identificação e classificação de variantes, a 

realização de sequenciamento é necessária, além de fornecer auxílio na determinação da 

origem de SARS-CoV-2 (Karcioglu, 2024).

2.5.3 Vigilância molecular por sequenciamento de genoma completo (WGS)

Além das metodologias utilizadas para o diagnóstico, os métodos laboratoriais 

utilizados na vigilância genômica também abrangem técnicas importantes no combate a 
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epidemias emergentes e reemergentes, especialmente o sequenciamento genômico. Tal 

técnica permite mensurar e caracterizar a diversidade genética viral, auxiliando na 

compreensão da origem das epidemias, na estimativa das taxas de transmissão e na 

previsão de surtos futuros. Além disso, fornece dados essenciais para o desenvolvimento 

de vacinas e medicamentos, bem como para o aprimoramento de diagnósticos sorológicos 

e moleculares (Camargo et al., 2021; OPAS, 2021).

Embora o sequenciamento genético tenha um papel vital no monitoramento da 

diversidade viral, ele não é utilizado rotineiramente para a confirmação de casos 

individuais de COVID-19, não sendo considerado um método diagnóstico para esse fito, 

além de não ser indicado para ser realizado em 100% dos casos (Camargo et al., 2021; 

Ministério da Saúde, 2024; OPAS, 2021). A análise dos resultados permite uma avaliação 

detalhada da diversidade genética dos vírus em circulação, como as variantes de SARS-

CoV-2 e outros vírus, oferecendo informações críticas para estratégias de vigilância 

genômica. 

O sequenciamento genômico completo WGS (Whole-genome-sequencing) é 

reconhecido como o padrão-ouro para a definição de linhagens e classificação 

filogenética de cepas (Hilt e Ferrieri, 2022). WGS realiza a determinação da ordem exata 

dos nucleotídeos (A, C, G, T ou U) que compõe o material genético do organismo (Brlek 

et al., 2024). Dentre os métodos de WGS, o sequenciamento por síntese (Sequencing by 

Synthesis - SBS) é amplamente utilizado, acessado por meio de plataformas como as da 

Illumina. A tecnologia aplicada é classificada como sequenciamento de próxima geração 

(Next-Generation Sequencing - NGS), permite a leitura simultânea de milhões de 

fragmentos de DNA.

Para o SARS-CoV-2, os relatórios técnicos dos laboratórios devem incluir a 

linhagem definida pela ferramenta de classificação Pangolin (Phylogenetic Assignment of 

Named Global Outbreak Lineages). Recomenda-se a submissão dos genomas completos 

na plataforma GISAID, que inclui a bases de dado EpiCoV, para SARS-CoV-2. Até 

janeiro de 2025, mais de 9 milhões de genomas de SARS-CoV-2 já foram depositados, 

refletindo a importância dessas ferramentas no compartilhamento de dados genômicos 

globais e no combate a doenças infecciosas (dados de GISAID, disponível em 

https://www.gisaid.org/).

https://www.gisaid.org/
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2.5.4 Desafios e lacunas na vigilância genômica e novos métodos baseados em 
PCR

Para a vigilância genômica, a implementação de sequenciamento genético exige 

grandes investimentos em infraestrutura, equipamentos, insumos e treinamento de 

pessoal especializado, o que pode ser um desafio para muitos (Gardy e Loman, 2018). De 

tal modo, a implementação de protocolos complementares ao NGS de maior rapidez e 

custo-benefício, como RT-qPCR, assume o papel de uma estratégia essencial para triagem 

de amostras, identificação rápida de variantes e monitoramento de mutações específicas 

diante cenários nos quais é necessária uma vigilância mais ágil e cujo recursos são 

limitados.

Dentre os primeiros vírus a serem estudados com ensaios de PCR para 

diferenciação de variantes, como vírus da imunodeficiência humana (HIV) e o vírus da 

hepatite C (HCV) (Ou et al., 1992, Simmonds et al., 1993), o vírus da Influenza 

certamente estabeleceu um marco no aperfeiçoamento da técnica. Esse vírus pôde ser 

diferenciado entre os tipos A, B e C, bem como subtipos (H1N1 e H3N2), e, 

posteriormente, por linhagens sazonais e pandêmicas. Frequentemente primers 

específicos para os genes HA e NA foram utilizados para essa finalidade (Wright et al., 

1995). Com a eclosão da pandemia de influenza A (H1N1) de 2009 (H1N1pdm09), os 

ensaios de RT-qPCR se tornaram ferramentas usuais para rápida caracterização viral e 

vigilância epidemiológica. Na ocasião, emergência do vírus H1N1pdm09 exigiu uma 

diferenciação precisa em relação aos vírus influenza sazonais, de modo a monitorar mais 

ativamente a disseminação do novo vírus e a orientar medidas de saúde pública, como 

vacinação e tratamento antiviral (Garten et al., 2009), CDC, 2009).

O conhecimento adquirido durante a pandemia de influenza de 2009 orientou, nos 

anos posteriores, a rápida resposta à pandemia de COVID-19, através da utilização de 

ensaios de RT-qPCR para inferência de linhagens (Umunnakwe et al., 2022) (Quadro 3). 

Através da detecção da presença ou ausência de mutações características de linhagens de 

SARS-CoV-2, como as VOCs, foi possível identificar surtos de casos em diversas regiões 

dos países e aumentar a capacidade de monitorar as amostras positivas (Abuyadek et al., 

2023, Hosch et al., 2022). Entretanto, a interpretação de linhagens distintas com base em 

mudanças no genoma viral requer atenção à situação epidemiológica da região 

geográfica, ao período dos casos e ao perfil do paciente, considerando a constante 

evolução das variantes circulantes do vírus (Brasil, 2023h). Diferentes linhagens podem 

compartilhar mutações semelhantes devido à convergência evolutiva, e novas mutações 
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podem surgir, escapando à detecção pelos ensaios de RT-qPCR existentes, o que ressalta 

a importância de analisar a distribuição espaço-temporal dos dados (OPAS, 2021).
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Quadro 3 - Estudos publicados que avaliam a utilização de ensaios de genotipagem molecular para SARS-CoV-2

–
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Fonte: Adaptado de (Costa, 2023)

–
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2.5.5 Hipótese do estudo

A genotipagem por RT-qPCR baseada em assinaturas moleculares permite a 

identificação eficiente de linhagens emergentes de SARS-CoV-2, apresentando 

desempenho satisfatório na detecção de mutações definidoras, o que pode contribuir para 

o monitoramento da evolução viral e a vigilância epidemiológica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Aprimorar e expandir abordagens investigativas integradas de vigilância 

molecular aplicadas a vírus respiratórios, com foco no SARS-CoV-2, para o 

monitoramento e caracterização de variantes emergentes em resposta a surtos 

epidemiológicos no estado do Ceará.

3.2 Objetivos específicos

1. Contextualizar o cenário epidemiológico em relação a casos notificados, 

internações e óbitos por SGs e SRAGs em relação à população viral de SARS-CoV-2 e 

variantes emergentes; 

2. Avaliar a diversidade viral por meio dos dados genômicos das principais 

variantes circulantes de SARS-CoV-2, durante as principais ondas epidêmicas recentes;

3. Identificar e validar assinaturas moleculares e padrões de mutações 

sinapomórficas específicas para a determinação por RT-qPCR de linhagens circulantes, 

buscando complementar a vigilância genômica realizada diretamente por sequenciamento 

NGS

4. Avaliar e otimizar ensaios moleculares de RT-qPCR para aplicação em 

subtipagem e inferência de variantes emergentes de SARS-CoV-2.

4 MATERIAL E MÉTODOS

4.1 Comitê de ética

O estudo se encontra aprovado pelo Comitê de Ética do Centro de Hematologia e 

Hemoterapia do Ceará (ref. CAEE 50525221.7.3005.8152). Todas as atividades foram 

realizadas em parceria com a Rede Genômica da Fiocruz, o que inclui o envolvimento 

direto de laboratórios de referência nacional em vírus respiratórios do Ministério da 

Saúde. As atividades contemplam ações investigativas de vigilância laboratorial e 

genômica de vírus emergentes, a comunicação de agravos de notificação compulsória 

e/ou submissão de relatórios técnicos às autoridades de vigilância sanitária-
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epidemiológica, dispensando a necessidade de aplicação de Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido (TCLE). 

4.2 Desenho experimental

Este estudo focaliza na análise epidemiológica e genômica do SARS-CoV-2. 

Inicialmente, foram obtidos dados secundários e genômicos de diferentes bases públicas 

(DataSUS, IntegraSUS e GISAID EpiCoV) durante o período de estudo. Posteriormente, 

foi realizada a caracterização de assinaturas moleculares definidoras de variantes 

emergentes, para o desenvolvimento de ensaios baseados em qPCR, através do 

reaproveitamento de amostras do fluxo de vigilância ativa para COVID-19 da Rede 

Genômica Fiocruz. Por fim, foram avaliadas métricas de especificidade, sensibilidade, 

VPP e VPN e análises estatísticas para concordância com NGS (Figura 4).

Figura 4 - Desenho experimental do estudo.

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

4.3 Investigação do cenário epidemiológico da COVID-19

4.3.1 Obtenção/coleta de dados secundários

Foram compilados dados sobre o número de casos, óbitos e hospitalizações por 

SRAGs notificados diariamente a partir do acesso à bases de dados públicas, tais como 

DataSUS (https://datasus.saude.gov.br/) e IntegraSUS 

(https://integrasus.saude.ce.gov.br/). Percentuais de linhagens/variantes em circulação 

foram obtidos a partir das bases de dados patógeno-específicas do banco de dados 

internacional GISAID EPICoV (https://gisaid.org/), a fim de obter genomas 

https://datasus.saude.gov.br/
https://integrasus.saude.ce.gov.br/
https://gisaid.org/
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representativos e de alta qualidade. Para isso, empregou-se o parâmetro QC status = 

“good” do programa Nextclade CLI v.3.8. 

4.3.2 Avaliação exploratória do cenário epidemiológico

As informações passaram por uma análise exploratória temporal, correlacionando 

indicadores de importância epidemiológica, tais como variações no número de casos de 

SRAGs notificados e taxas de hospitalizações, com tendências e sazonalidade do conjunto 

amostral. Posteriormente, os casos notificados, óbitos e SRAGs foram comparativamente 

analisados de forma descritiva e na forma de infográficos em relação as principais 

variantes/linhagens circulantes nos períodos investigados.

4.4 Identificação de assinaturas moleculares

4.4.1 Construção de mapas genômicos

A elaboração de um mapa genômico representativo se concentrou na realização 

de uma análise filogenética, juntamente com uma avaliação da prevalência de cada 

assinatura molecular nas linhagens da variante Ômicron e VOI JN.1 circulantes nos 

períodos propostos.

4.4.1.1 Seleção de períodos

As análises foram realizadas com genomas de amostras coletadas em três períodos 

distintos: de maio a outubro de 2022, de outubro de 2022 a março de 2023 e de novembro 

de 2023 a fevereiro de 2024. Esses períodos foram escolhidos devido à circulação das 

linhagens e sublinhagens da variante Ômicron e da VOI JN.1, que foram responsáveis 

pelo aumento exponencial do número de casos, correspondendo ao quarto, quinto e sexto 

surto de casos no estado.

4.4.1.2 Avaliação da prevalência de assinaturas moleculares

As sequências foram classificadas utilizando a nomenclatura PANGO por meio 

do software Pangolin CLI v.4.3.1. Apenas linhagens com mais de 1% de circulação e 

elevados padrões de qualidade foram incluídas, a fim de evitar vieses de confirmação e 

erros nos dados analisados. Isso resultou em um total de 897 genomas no primeiro 

período, 508 genomas no segundo período e 802 genomas no terceiro período. Estes 

foram alinhados contra a sequência de referência Wuhan-Hu-1/2019 (MN908947), e 
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sinapomorfias únicas, na forma de inserções ou deleções, foram analisadas para as 

sublinhagens BA.4 (B.1.1.529.4), BE.9 (B.1.1.529.5.3.1.9) e JN.1 (B.1.1.529.2.86.1.1). 

Essa análise foi realizada por meio de algoritmos desenvolvidos internamente em 

linguagem de programação Python e R.

4.4.1.3 Análises filogenéticas

As sequências genômicas selecionadas para avaliação da prevalência foram, 

semelhantemente, utilizadas para construção das árvores filogenéticas das linhagens de 

SARS-CoV-2. Os arquivos FASTA foram alinhados contra a sequência de referência, 

utilizando o software de alinhamento MAFFT v7.453, através do comando ‘mafft –auto 

–addfragments sequencias.fasta referencia.fasta > alinhamento.fasta’. As análises 

filogenéticas foram executadas pelo programa IQ-TREE multicore version 2.2.3 COVID 

Edition para Linux 64-bit. Utilizou-se o modelo GTR+G4+F (General Time Reversible) 

com contagem da frequência de bases diretamente do alinhamento (default), utilizando o 

parâmetro Approximate Likelihood-Ratio Test (ALRT) com 1000 replicatas, através do 

comando ‘iqtree -s alinhamento.fasta -m GTR+G4+F -alrt 1000 -nt AUTO’. Para 

visualização personalizada do arquivo iqtree gerado, foi utilizada a ferramenta online Itol 

v6 e o aplicativo online Biorender para edição das ilustrações, garantindo uma melhor 

visualização e qualidade.

4.4.2 Seleção das assinaturas moleculares

A partir dos mapas genômicos montados, foram estabelecidas as condições para 

definir os padrões moleculares que poderiam ser usados como marcadores das linhagens 

dos vírus respiratórios. De acordo com o cenário epidemiológico anteriormente analisado 

e os períodos estudados, foram consideradas como de interesse as sublinhagens da VOC 

Ômicron BA.4 e BE.9 e a VOI JN.1 para o estudo de SARS-CoV-2. Para essas linhagens, 

as sinapomorfias precisavam apresentar pelo menos 80% de prevalência para serem 

consideradas padrões de excelência para classificação. Em contrapartida, nas outras 

linhagens, as mesmas sinapomorfias não poderiam estar presentes em uma frequência 

superior a 1%, preferencialmente devendo estar ausentes (Fontana-Maurell et al., 2023a; 

Gangavarapu et al., 2023; McMillen et al., 2022; Sibai et al., 2022; Wang, Hannah et al., 

2021; Wang, Huanyu et al., 2021; Yeung et al., 2022).
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4.5 Testagem e otimização de painéis para ensaios de inferência molecular e 
genotipagem

Foram desenvolvidos ensaios customizados de RT-qPCR a partir do 

reaproveitamento de painéis de sequenciamento ou customização de primers, para 

rastreio das diferentes sinapomorfias identificadas anteriormente e diferenciação das 

outras linhagens co-circulantes (Figura 5).

Figura 5 - Representação gráfica das assinaturas moleculares norteadoras dos ensaios de 

diferenciação das sublinhagens da VOC Ômicron de SARS-CoV-2.

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Os ensaios foram realizados utilizando o termociclador fluorescente 

QuantStudio™ 7 Pro qPCR Systems (Thermo Fisher Scientific Inc) e o software Design 

& Analysis v2.6.0. A interpretação dos dados de RT-qPCR foi realizada por avaliação 

manual, observando também o cenário epidemiológico do estado no momento da coleta 

da amostra para determinação dos resultados (Quadro 4). Por fim, buscou-se a validação 

das amostras positivas dos ensaios qPCR por meio da comparação com as mesmas 

amostras no NGS, técnica que é padrão-ouro para determinação das linhagens. 
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4.5.1 Ensaios de genotipagem para VOC Ômicron (sublinhagem BA.4 e BA.5)

O ensaio específico de dupla-sonda ORF1a_del9_286 para diferenciação entre 

BA.4 e não-BA.4 foi customizado a partir da deleção de 9 bases na região NSP6 (códon 

686, ORF1a) presente no genoma de BA.4. O esquema de primers e sondas foi desenhado 

utilizando a ferramenta de bioinformática para biologia molecular Primer3 

(https://primer3.ut.ee/) e sintetizado pela IDTDNA. Utilizou-se o kit comercial SARS-

Cov-2 EDx (Biomanguinhos) para compor a reação de PCR (Quadro 4).

Foram utilizadas as sondas com fluoróforos FAM e VIC para a corrida de 

genotipagem. A sonda FAM anela-se à região com a deleção característica dessa 

sublinhagem, enquanto a sonda VIC anela-se à região sem a deleção (wild type), 

característica das sublinhagens não-BA.4 circulantes no mesmo período.

O protocolo foi ajustado para uma reação de 10 μL, utilizando 5 μL de Master 

Mix, 0,5 μL de cada primer a concentração de 10nM (forward e reverse), 0,1 μL de cada 

sonda (wild type e del9), 1,8 μL de água ultrapura e 2 μL de amostra de cDNA. A ciclagem 

utilizada nesta validação consistiu em uma fase inicial pré-PCR de 60 ºC por 30 s, uma 

fase PCR de 45 ciclos com 2 etapas, uma de desnaturação a 95 ºC por 20 s e uma de 

anelamento a 60 ºC por 30 s, finalizando com uma fase final pós-PCR, de 60 ºC por 30 s. 

O módulo de análise utilizado no software Design & Analysis 2.6.0 foi o Genotyping. 

4.5.2 Ensaios de genotipagem para VOC Ômicron (sublinhagem BE.9 e BQ.1)

Para o ensaio ORF7a_244del, responsável pela diferenciação entre BE.9 e não-

BE.9, foram utilizados um reaproveitamento de primers do painel Artic 4.1 (AW4 92L e 

92R) para ensaio de curva de dissociação (melting curve) direcionados a uma deleção de 

244 bases característica da BE.9. Utilizou-se o kit comercial GoTaq 1-Step RT-qPCR com 

fluoróforo BRYT Green ® (Promega) (Quadro 4).

Os volumes utilizados na reação foram validados para que cada reação de 10 μL 

fosse composta por 5 μL de Master Mix, 0,2 μL de enzima transcriptase-reversa GoScript, 

0,5 μL de cada primer (a 10 nM), 0,8 μL de água ultrapura e 3 μL da amostra de RNA, 

otimizando o uso de reagentes e amostras. O protocolo de amplificação consistiu em uma 

etapa inicial de transcrição reversa, seguida por 45 ciclos de desnaturação a 95 °C por 15 

s, anelamento a 65 °C por 30 s e uma etapa de extensão a 72 °C por 50 s. 

https://primer3.ut.ee/
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A etapa de anelamento se deu com um touchdown de delta de temperatura (ΔT) 

de -0,12 °C por ciclo, de modo a auxiliar na redução da probabilidade de ligação não 

específica dos primers. Para a análise da curva de dissociação, foi realizada uma 

dissociação de alta resolução a 95 °C, com uma taxa de aquecimento de 0,075 °C/s. No 

software Design & Analysis 2.6.0, o módulo de análise utilizado para o ensaio foi o 

Standard curve.

4.5.3 Ensaios de genotipagem para VOI JN.1 (linhagens JN.1 e JD.1)

O ensaio Spike_12ins foi direcionado à inserção de 12 bases na região Spike 

21609-21620 (TCATGCCGCTGT) para diferenciação entre JN.1 e não-JN.1. Os primers 

foram reaproveitados do painel Artic 5.3.2 (SARS-CoV-2_400_70_LEFT_0 e SARS-

CoV-2_400_69_RIGHT_0). Assemelhando-se ao ensaio de curva de dissociação (melting 

curve) para BE.9, utilizou-se o kit comercial GoTaq 1-Step RT-qPCR com fluoróforo 

BRYT Green ® (Promega) para realização do ensaio (Quadro 4).  

Para o protocolo utilizado neste ensaio, a reação final obteve um volume de 12 

μL, empregando 6 μL de Master Mix, 0,2 μL da enzima transcriptase-reversa GoScript, 

0,15 μL de cada primer (a 10 nM), 4,5 μL de água ultrapura e 1 μL da amostra de RNA. 

Essa validação foi realizada em prol da redução na formação de dímeros de primers 

observados e da otimização do volume das amostras testadas. 

A ciclagem para amplificação incluiu uma fase inicial de transcrição reversa, 

seguida por 40 ciclos de desnaturação a 95 °C durante 15 s, anelamento a 65 °C por 20 s 

e uma fase de extensão a 72 °C por 20 s. A etapa de anelamento se deu com um touchdown 

ΔT de -0,12°C. Para a avaliação da curva de dissociação, foi realizada uma curva de 

dissociação a 95 °C, com uma taxa de aquecimento de 0,025 °C/s. No software Design & 

Analysis 2.6.0, o módulo de análise utilizado para o experimento foi Standard curve.
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Quadro 4 - Compilação de informações suplementares sobre os ensaios, sinapomorfias, linhagens monitoradas e as sequências de nucleotídeos de 

primers e sondas.

NOME DO 
ENSAIO

SINAPOMORFIAS/ 
MUTAÇÕES-ALVO

PRINCIPAL 
LINHAGEM 

MONITORADA

PERÍODO EM 
QUE 

CIRCULOU

TIPO DE 
ENSAIO

KIT DE PCR 
UTILIZADO

PRIMERS E SONDAS

ORF1ADEL9

Também chamada 
ORF1a:9del, é a 
mutação NSP1: 

K141del, S142del, 
F143del 

VOC
Ômicron
(BA.4)

Maio a 
outubro de 

2022
Dupla-
sonda

Mastermix do
Kit Molecular
SARS-CoV-2

EDX

>ORF1a_del9_686_BA4_F
ACGGTAATAAAGGAGCTGGTGG

>ORF1a_del9_686_BA4_R
GGATCAGTGCCAAGCTCGTC

>ORF1a_wt_686_BA_P1
SUN/CGGCGCCGA/ZEN/TCTAAAGTCA

>ORF1a_del9_686_BA4_P2
FAM/CGGCGCCGA/ZEN/TCTAGACTT

ORF7A
DEL244

ORF7a:
244del

VOC
Ômicron
(BE.9)

Outubro de 
2022 a 

março de 
2023

Curva de
dissociação

GoTaq® qPCR
Master Mix

(Promega, no.
A6001)

>Av4_SARS-CoV-2_92_LEFT
CACTACCAAGAGTGTGTTAGAGGTAC

>Av4_SARS-CoV-2_92_RIGHT
GTTCAAGTGAGAACCAAAAGATAATAAGC

SPIKE
INS12

SPIKE:
12ins VOI JN.1

Novembro 
de 2023 a 

fevereiro de 
2024

Curva de
dissociação

GoTaq® qPCR
Master Mix

(Promega, no.
A6001)

>Artic5.3.2_SARS-CoV-2_400_70_LEFT_0
TTTATTGCCACTAGTCTCTAGTCAGTGT

>Artic5.3.2_SARS-CoV-2_400_69_RIGHT_0
AGTCCTGAGTTGAATGTAAAACTGAG
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4.6 Avaliação de desempenho

Os ensaios foram validados analiticamente utilizando resultados de NGS como 

padrão-ouro para confirmação das linhagens/clados. Foram realizados os cálculos de 

Valor Preditivo Positivo (VPP), Valor Preditivo Negativo (VPN), especificidade, 

sensibilidade e acurácia. A comparação entre os resultados dos ensaios com os dados de 

sequenciamento (padrão-ouro) foi realizada pelo teste de McNemar. As análises 

estatísticas e os gráficos foram gerados em linguagem R.

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 Avaliação exploratória epidemiológica

No período de 01 de março de 2020 a 31 de janeiro de 2024 no Ceará (n total = 

11.462), as linhagens selvagens e não-VOC de SARS-CoV-2, denominadas como Outras 

(B.1, B.1.1, B.1.1.1, B.1.1.33, B.1.177, B.1.212, B.1.1.529, N.9 e P.2) circularam entre 

14 de março de 2020 até 29 de maio de 2021. Alguns meses depois, a VOC Gama 

começou sua circulação em janeiro de 2021 e, posteriormente, a VOC Delta iniciou sua 

circulação em julho de 2021, ambas deixando de serem detectadas no final de 2021 e 

início de 2022, dando lugar, oportunamente, à introdução da VOC Ômicron (BA.1-like). 

A VOC Ômicron se manteve preponderante durante todo o período do estudo, 

suscitando a subsequente emergência de sublinhagens dessa variante. Prevalentemente, 

entre maio de 2022 a novembro de 2023, introduziu-se a sublinhagem BA.4 da VOC 

Ômicron, que co-circulou com a sublinhagem BA.5 pelo mesmo período. No final de 

2022 e início de 2023, duas sublinhagens da BA.5 iniciaram sua circulação, a BE.9 e 

BQ.1, de outubro de 2022 a fevereiro de 2023, responsáveis pelo possível aumento no 

número de casos observados nesse momento. As sublinhagens recombinantes da BA.2, 

chamadas XBB-like também surgiram em meados do mesmo período, permeando 

novembro de 2022 a dezembro de 2023, porém também co-circulando com a linhagem 

JN.1, introduzida em novembro de 2023 até janeiro de 2024 (Figura 6).
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Figura 6 - Circulação de variantes da COVID-19 registrados pelo GISAID (https://gisaid.org/) no estado do Ceará

Legenda: No eixo X observa-se o período das sequências genômicas distribuídos por data de coleta desde 01 de março de 2020 até 31 janeiro de 2024. O eixo Y 
apresenta a frequência do quantitativo de sequências das principais variantes de SARS-CoV-2, separados em: verde para Delta, azul para Gama, rosa para Ômicron, lilás BA.4, 
lilás-escuro para BA.5, vermelho para BE.9, roxo para BQ.1, laranja para JN.1, marrom para XBB e branco para Outras.
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A emergência de variantes de preocupação, como a VOC Gama, VOC Ômicron e 

suas sublinhagens resultaram em aumentos significativos do número de casos e óbitos 

(Banho et al., 2022; Buss et al., 2021; Callaway e Ledford, 2021; Tegally et al., 2022). 

Com base nos levantamentos realizados no presente estudo, o Ceará obteve um total de 

1.661.340 casos confirmados para COVID-19 até maio de 2024, registrados por 

diferentes laboratórios do estado. O número de casos negativos e o número de óbitos 

nesse mesmo período foram, respectivamente, 3.498.025 e 28.261 no total. Os padrões 

de elevação do número de casos representam as respectivas ondas pandêmicas: primeira 

onda, no início de 2020, referente a introdução de SARS-Cov-2 no estado, segunda onda, 

que ocorreu no início de 2021 referente ao surgimento da Variante de preocupação (VOC) 

Gama (P.1-like) e a terceira onda, que teve sua origem entre o final de 2021 e o início de 

2022, referente à VOC Ômicron (BA.1-like). Os períodos subsequentes foram 

caracterizados pela ocorrência de surtos de casos associados a emergência de 

sublinhagens da VOC Ômicron (em especial BA.5 e BE.9) e a VOI JN.1, atrelado a um 

elevado número de subnotificações. A sublinhagem recombinante XBB não se mostrou 

predominante no estado do Ceará (Silva et al., 2024), o que pode estar associado à 

resposta imunológica desencadeada pela sublinhagem BE.9. Assim como observado em 

estudos anteriores, as sucessivas exposições da população ao patógeno, acrescentando-se 

a introdução de vacinas, imunizantes e antivirais específicos, pode acarretar uma 

população com proteção relativa maior em relação a uma nova linhagem que surge (Wu 

et al., 2021). Entretanto, mais estudos necessitam ser realizados para avaliação da 

evolução recente de SARS-CoV-2 em resposta à pressão imune (Meijers et al., 2023) 

(Figura 7). Posterior à observação da circulação das linhagens de SARS-CoV-2 e à 

variação do número de casos e óbitos ao longo do ano, observa-se que as características 

virais de cada linhagem podem estar associadas aos respectivos padrões das ondas 

pandêmicas e à eficácia das medidas protetoras contra o vírus, tais como um maior escape 

vacinal atribuído à certas linhagens e/ou a uma maior resistência a antivirais 

administrados.

Figura 7 - Número de casos de COVID-19 registrados pelo IntegraSUS 

(https://integrasus.saude.ce.gov.br/) no estado do Ceará
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Legenda: Observado no segmento A) para todo o período amostral de novembro de 2020 a maio 

de 2024 e no segmento B) para o período amostral de maio de 2022 a maio de 2024. No eixo X, observa-

se a data de coleta das amostras distribuídas por mês, desde 2020 até 2024. O eixo Y primário (à esquerda) 

apresenta o quantitativo de casos diagnosticados como positivos (em azul) ou negativos (em cinza) para 

COVID-19, enquanto o eixo Y secundário (à direita) apresenta o quantitativo de óbitos confirmados (em 

vermelho). Em B), os períodos amostrais das sublinhagens da Ômicron associadas aos maiores números de 

casos foram coloridos, distinguindo o período da BA.4/BA.5 em verde (maio a outubro de 2022), 

BE.9/BQ.1 em azul (outubro a março de 2023) e VOI JN.1 em vermelho (novembro a janeiro de 2024).

Nessa perspectiva, a gravidade da doença causada por vírus respiratórios, em 

especial SARS-CoV-2, pode evoluir para as chamadas síndromes respiratórias agudas 

graves (SRAGs), que são caracterizadas por agravos à síndrome gripal. Essa síndrome é 

frequentemente acompanhada pelo agravamento relativo a hospitalizações em unidades 
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de internação ou em UTIs (Unidades de Terapia Intensiva). Com a introdução do vírus 

SARS-CoV-2 no Brasil, foram notificadas as primeiras SRAGs causadas por este novo 

coronavírus, no início de 2020 (Figura 8A). Após a emergência da VOC Gama, novos 

casos de SRAGs passaram a ser notificados no início de 2021 no Brasil, com aumento 

significativo de ocorrências em relação ao início de 2020, estabelecendo o maior pico de 

casos registrado em 15 de março de 2021, com 10.761 notificações. 

O estado do Ceará, em comparação com o Brasil, apresentou aparente semelhança 

entre os casos de SRAG ocorridos na 1º e 2º ondas pandêmicas, como observado no 

segmento B, porém a segunda onda teve um período maior de casos notificados em 

relação a primeira (Figura 8B). Com a emergência da VOC Ômicron no país, um novo 

surto de casos foi iniciado, todavia, com menor aumento quando comparado às ondas 

anteriores. Essa observação pode ser relacionada à intensa campanha de imunização que 

ocorreu nesse período, tanto no Brasil quando no Ceará, possivelmente explicando o 

padrão encontrados em ambos os gráficos. 

Nas primeiras ondas pandêmicas é observado um crescimento no número de 

óbitos proporcional ao número de hospitalizações, porém o mesmo padrão não é 

observado nas ondas posteriores. Para os surtos associados às sublinhagens da VOC 

Ômicron (BA.4, BA.5, BE.9, BQ.1, XBB) e VOI JN.1, nota-se uma tendência de 

decrescimento do número de hospitalizações por SRAGs notificadas e um encurtamento 

da base da curva de casos, transcrevendo-se em uma menor faixa temporal de ocorrência 

das síndromes. O padrão observado em cada uma das emergências das sublinhagens 

estudadas neste trabalho é que, após o pico de casos de uma linhagem, há uma redução 

no número de casos. Em seguida, ocorre um aumento no número de casos e óbitos com o 

surgimento de novas linhagens. 

Ao todo, foram notificadas 2.089.674 casos e 622.706 óbitos no Brasil em 

decorrência de SRAGs causadas por COVID-19 durante o período de 2020 a 2024, 

enquanto no Ceará foram notificados 74.211 casos e 26.185 óbitos durante o mesmo 

período. Isso torna o Ceará detentor de 3,7% do total de casos e óbitos ocorridos no Brasil.

Figura 8 - Número de casos de SRAGs hospitalizados por COVID-19 registrados pelo 

OpenDaraSUS (https://opendatasus.saude.gov.br/) no Brasil e no estado do Ceará



61

Legenda: Brasil observado no segmento A), e o Ceará, observado no segmento B). No eixo X observa-se 

a data de coleta das amostras distribuídas por mês, desde 2020 até 2023. O eixo Y primário (à esquerda) 

apresenta o quantitativo de casos de SRAGs notificados, enquanto o eixo Y secundário (à direita) apresenta 

o quantitativo de óbitos confirmados, representados, respectivamente, por azul e por vermelho.

No Ceará, a vacinação contra a COVID-19 teve início em 18 de janeiro de 2021, 

seguindo o Plano Nacional de Imunização (PNI) do Ministério da Saúde. Nesta data, o 

estado começou a aplicar as primeiras doses da vacina Coronavac, desenvolvida pelo 

laboratório chinês Sinovac em parceria com o Instituto Butantan (Alencar et al., 2021). 

Este foi um marco importante na luta contra a pandemia no estado e em todo o Brasil.  De 

BRASIL

CEARÁ
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acordo com informações do LocalizaSUS, em junho de 2021, mais de 25% da população 

do Ceará já havia recebido pelo menos uma dose da vacina. Até agosto do mesmo ano, 

esse número aumentou para 50%, com quase 25% da população tendo recebido a dose de 

reforço. Esses dados são relevantes para entender por que, entre agosto e dezembro de 

2021, o Ceará não experimentou uma onda significativa da pandemia, mesmo com a 

presença da variante Delta. Além disso, em 2022, apesar do surgimento da variante 

Ômicron e do aumento acentuado de casos, não houve uma crise no número de óbitos, o 

que pode ser atribuído ao progresso na imunização com as doses adicionais, juntamente 

à vacina Bivalente, com início em fevereiro de 2023 (Figura 9).

Figura 9 - Imunização vacinal da população do Ceará por percentual de doses aplicadas 

ao longo do tempo disponibilizados pelo governo (https://infoms.saude.gov.br).

Legenda: No eixo X observa-se o mês de aplicação da vacina, desde 2021 até 2023. O eixo Y demonstra o 

percentual da cobertura vacinal população.

5.2 Identificação de assinaturas moleculares

5.2.1 Assinaturas moleculares identificadas de SARS-CoV-2

As sequências do Ceará utilizadas na construção do mapa genômico permitiram 

mapear a frequência das mutações definidoras de cada linhagem estudada. Na região do 

gene ORF1a (nucleotídeos 686-694), foi identificada uma deleção de 9 nucleotídeos na 

proteína NSP6 (S106del, G107del, F108del) em 100%, 98% e 96% das sequências das 

sublinhagens BA.4 (BA.4.6, BA.4, BA.4.1, respectivamente) e em 1% ou menos das 
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outras sublinhagens da VOC Ômicron (BA.2 e BA.5.1.15), não sendo detectada nas 

demais sublinhagens BA.5. Outras deleções não apresentaram frequência significativa 

nem exclusividade na sublinhagem BA.4, o que as tornou candidatas pouco robustas para 

ensaios de genotipagem visando sua identificação. Ainda que a deleção na região ORF1a 

não seja exclusiva da BA.4, sua prevalência mais elevada nessa sublinhagem, em 

comparação com outras, enfatiza a escolha dessa região como um marcador preferencial 

para a diferenciação em ensaios de genotipagem (Figura 10).
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Figura 10 - Mapa genômico das principais linhagens co-circulantes entre maio e setembro 

de 2022.

Legenda: Em (A) a análise filogenética representa parte da dinâmica de circulação do período amostral e 

a proximidade filogenética entre as linhagens contempladas. Em (B) o heatmap representa o percentual de 

deleções presentes em cada linhagem, com sua respectiva posição genômica em nucleotídeos. A 

sinapomorfia ORF1a: 686-694del em destaque representa o melhor padrão evolutivo observado para o 

desenvolvimento do ensaio de diferenciação entre BA.4-like e as outras linhagens co-circulantes no 

período. 
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Na região genômica da ORF1a:515-520, foi observada uma deleção de 5 

nucleotídeos presente em 85% das sequências da BE.9, não sendo exclusiva, no entanto, 

para essa sublinhagem, já que essa mutação também esteve presente em 18% das 

sequências da BQ.1.1. Por outro lado, na região genômica da ORF7a:27.509-27.753, foi 

observada uma deleção de 244 nucleotídeos em 95% das sublinhagens BE.9, ausente em 

todas as outras linhagens circulantes concomitantes, em especial na BQ.1, uma linhagem 

de alta prevalência no período. Essa deleção, exclusiva e de alta frequência na BE.9, 

confirmou-se como uma sinapomorfia característica, diferenciando claramente a BE.9 

das demais linhagens circulantes no período, incluindo BQ.1, BQ.1.1, BQ.1.1.15, 

BQ.1.1.23, BQ.1.10.1, BN.1.5, BE.10, DL.1, XBB.1.18 e XBB.1.18.1 (Figura 11).
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Figura 11 - Mapa genômico das principais linhagens co-circulantes entre outubro de 2022 

e fevereiro de 2023.

Legenda: Em (A) a análise filogenética representa parte da dinâmica de circulação do período amostral e 

a proximidade filogenética entre as linhagens contempladas. Em (B) o heatmap representa o percentual de 

deleções presentes em cada linhagem, com sua respectiva posição genômica em nucleotídeos. A 

sinapomorfia ORF7a: del244: 27.509-27.748 em destaque representa o melhor padrão evolutivo observado 

para o desenvolvimento do ensaio de diferenciação entre BE.9 e as outras linhagens co-circulantes no 

período. 
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Na região da Spike, dos pares de base 21.609 a 21.620, foi verificada uma inserção 

de 12 nucleotídeos (21609: TCATGCCGCTGT) em todas as linhagens JN.1, exceto na 

JN.1.7 e nas demais sublinhagens circulantes no início de 2024 (JD.1.1, JD.1.1.7, JD.1.1.1 

e HV.1). A frequência dessa inserção na Spike variou entre 83-91% nas sequências de 

JN.1, JN.1.1, JN.1.29, JN.1.43.1, enquanto JN.1.43 e JN.1.1.5 apresentaram essa inserção 

de forma invariável em 100% das sequências. 

O mapa genômico referente a esse período também identificou, por sua vez, 

deleções na região da Spike, com enfoque para S:22.194-22.196, identificadas em 100% 

das linhagens da JN.1; a deleção S:21.765-21.770, presente em 100% das JN.1 e em 98% 

a 99% das JN.1.1 e JN.1.29; e a deleção S:23.009-23.011, detectada em 100% das JN.1 e 

em 99% das JN.1.1 e JN.1.43.1. Tanto a inserção quanto as deleções na Spike foram 

frequentes nas linhagens JN.1 e ausentes ou raras nas linhagens co-circulantes (JD.1.1, 

JD.1.1.1, JD.1.1.7 e HV.1), evidenciando a capacidade dessas mutações de distinguir 

eficazmente as linhagens JN.1 das demais (Figura 12).

Ainda que as deleções definidoras tenham sido observadas em alta frequência nas 

linhagens JN.1, a inserção de 12 nucleotídeos na região Spike foi escolhida para nortear 

os ensaios de RT-qPCR. Em se tratando de simplificação do protocolo laboratorial e 

custo-benefício para os ensaios, especialmente em ambientes com recursos limitados, a 

utilização da técnica de curva de dissociação para RT-qPCR, baseada na temperatura de 

Melting (Tm) é vantajosa para a identificação rápida e precisa das linhagens, sem a 

necessidade de customização de sondas marcadas. De tal modo, a utilização de inserções 

maiores como alvo permite a utilização destes testes baseados na diferença de tamanho 

de amplicon e de Tm, sendo uma técnica especialmente útil em cenários com recursos 

limitados ou quando há necessidade de resultados rápidos (Hashemipetroudi et al., 2018; 

Pryor e Wittwer, 2006).
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Figura 12 - Mapa genômico das principais linhagens co-circulantes entre novembro de 

2023 e janeiro de 2024.

Legenda: Em (A) a análise filogenética representa parte da dinâmica de circulação do período amostral e 

a proximidade filogenética entre as linhagens contempladas. Em (B) o heatmap representa o percentual de 

inserções e deleções presentes em cada linhagem, com sua respectiva posição genômica. A sinapomorfia 

Spike: ins12: 21.609-21.620 em destaque representa o melhor padrão evolutivo observado para o 

desenvolvimento do ensaio de diferenciação entre JN.1-like e as outras linhagens co-circulantes no período. 
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As análises filogenéticas presentes nesse contexto auxiliaram na complementação 

dos resultados obtidos por meio da avaliação da prevalência, enriquecendo a compreensão 

dos percentuais de cada sinapomorfia. Foi observado que algumas amostras desprovidas 

dos padrões sinapomórficos foram agrupadas no mesmo ramo filogenético de amostras 

com padrões similares. Isso sinaliza que a ausência desses padrões pode estar associada 

a possíveis falhas de sequenciamento ou a presença de mutações privadas. Isso reforça a 

natureza distintiva dessas mutações-chave como marcadores de linhagem, corroborando 

assim para fidedignidade dos percentuais obtidos nos heatmaps. Essas árvores 

filogenéticas também proporcionaram uma representação visual e quantitativa das 

sequências circulantes durante o período analisado, de modo que linhagens pouco 

presentes se refletem em uma menor distribuição no período amostral.

As assinaturas moleculares identificadas no estudo refletem a dinâmica evolutiva 

do SARS-CoV-2 no Ceará, com a sucessão de diferentes linhagens e o surgimento de 

novas variantes. A identificação dessas assinaturas permitiu o desenvolvimento de ensaios 

de genotipagem para as principais sublinhagens da VOC Ômicron, como BA.4, BA.5, 

BE.9 e BQ.1, e para VOI JN.1. Esses ensaios moleculares representam uma ferramenta 

poderosa para complementar a vigilância genômica convencional, permitindo a detecção 

rápida e precisa de variantes de interesse, como demonstrado por estudos anteriores de 

outros pesquisadores (e.g., Corman et al., 2020).

5.3 Avaliação de desempenho

5.3.1 Ensaio para VOC Ômicron (sublinhagem BA.4)

Das 902 amostras analisadas, 18,6% (n = 168) foram identificados como 

sublinhagem BA.4 e 56% (n = 505) como sublinhagem não-BA.4, muito provavelmente 

BA.5, por ser a sublinhagem mais prevalente no período. A quantidade de inconclusivos 

foi 25,4% (n = 229). 

A determinação de linhagens pelo padrão-ouro NGS foi comparada com o 

resultado de linhagens obtidas pelo ensaio, obtendo a concordância de 98,33% (n = 

589/599), revelando 589 amostras concordantes e 10 amostras discordantes. Os valores 

para sensibilidade, especificidade, acurácia (concordância), Valor preditivo positivo 

(VPP), Valor preditivo negativo e a Razão de verossimilhança para o teste positivo estão 

na tabela 1.
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Tabela 1 - Indicadores para estudo de validação de testes diagnósticos ou de rastreamento 

aplicadas ao ensaio molecular ORF1a_del9_286.

Esses resultados revelam que a sensibilidade e especificidade deste ensaio superou 

a sensibilidade média de 86% e a especificidade média de 95% do RT-qPCR diagnóstico 

realizado pela rede de laboratórios de saúde pública do Brasil (Ministério da Saúde, 

2022). Isso revela que este ensaio obteve parâmetros como sensibilidade e especificidade 

comparáveis aos ensaios diagnósticos, apresentando, também, alta concordância com o 

padrão-ouro de classificação de linhagens. 

Essa observação se deve à alta sensibilidade e reprodutibilidade dos ensaios com 

duas sondas de hibridização, uma vez que anelam especificamente às regiões de interesse, 

detectando dois alvos em uma única reação, e oferecem uma segunda camada de 

verificação dos resultados (Dutta et al., 2022; Zhang et al., 2013). Quando a sonda FAM 

anela especificamente à região da deleção de 9 nucleotídeos e exibe fluorescência, infere-

se que a linhagem é BA.4; quando a sonda VIC anela especificamente à região sem a 

deleção e exibe fluorescência, infere-se que a linhagem é não-BA.4. Esse método 

provavelmente contribui para a maior especificidade observada, mas também implica em 

um custo mais elevado (Tao et al., 2022).

Semelhantemente, Fontana e colaboradores realizaram um ensaio de RT-qPCR 

com sondas específicas e observaram valores de sensibilidade, especificidade e 

concordância entre 96-99%, resultado que concorda com os parâmetros encontrados no 

ensaio para BA.4 (Fontana-Maurell et al., 2023). 

O desempenho desse ensaio evidencia a qualidade da estratégia de monitoramento 

de variantes por meio de ensaios de genotipagem direcionados às sinapomorfias 

definidoras de linhagens, proporcionando aplicabilidade devido a vigilância do cenário 

epidemiológico, incremento do custo-benefício e da velocidade em relação à técnica de 

NGS e, por conseguinte, ampliação do número amostral e aproximação do real cenário 

de casos (Figura 13).

NOME DO 
ENSAIO

SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE ACURÁCIA VPP VPN MCNEMAR 
(P-VALOR)

ORF1A_DEL9 98,69% 98,20% 98,33% 94,96% 99,54% 0,1374
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Figura 13 - Gráfico representativo do ensaio de genotipagem ORF1a_del9_286, 

desenvolvido para detecção da sublinhagem BA.4 da VOC Ômicron.

Legenda: O fluoróforo FAM é responsável pela marcação do Alelo 2 no eixo Y (“mutante”), representativo 

da deleção característica dessa sublinhagem, enquanto VIC é responsável pela marcação do Alelo 1, no 

eixo X, para representação das linhagens sem deleção (wild type).

A validação estatística foi realizada a partir da prova de McNemar, buscando uma 

comparação estatisticamente significativa entre as duas variáveis não categóricas 

(resultado da linhagem e a concordância). A partir do valor chi quadrado de 2,2069 e o P-

valor de 0,1374, pode-se avaliar que o teste de McNemar não apresentou significância 

estatística da diferença entre os grupos, indicando que, resultados de genotipagem do 

ensaio concordam com os resultados de sequenciamento.

5.3.2 Ensaio para VOC Ômicron (sublinhagem BE.9)

Das 2.418 amostras analisadas, 31% (n = 750) das curvas foram correspondentes 

ao grupo BE.9 e 36,8% (n = 890) ao grupo não-BE.9, e 32,2% (n = 778) inconclusivas. 

As curvas de dissociação para a sublinhagem BE.9 exibiram amplificação a uma 

temperatura média de fusão (Tm) de 76,42 ± 0,84°C, acompanhada por níveis de 

fluorescência variando entre 200 e 300k. Por sua vez, as sublinhagens inferidas como 

não-BE.9 apresentaram uma temperatura média de fusão de 80,77 ± 0,55°C, com uma 

faixa mais ampla de intensidade de fluorescência, variando de 200 a 400k. Na Figura 14, 
essa observação, evidenciada pela menor Tm para BE.9 e a maior Tm para não-BE.9, está 

alinhada com pesquisas anteriores, que indicam que amplicons mais longos tendem a 

apresentar temperaturas de fusão (Tm) mais altas em comparação com os mais curtos 

(Gudnason et al., 2007).
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Figura 14 - Gráfico representativo da curva de dissociação obtida no ensaio 

ORF7a_244del.

Legenda: Este ensaio tem como alvo a deleção de 244 pares de bases na região ORF7a do genoma do 

SARS-CoV-2, uma característica definidora das linhagens BE.9. As amostras atribuídas à designação 'BE.9' 

estão destacadas à esquerda exibindo valores de Tm mais baixos (76,42 ± 0,84°C), enquanto as amostras 

'não-BE.9', evidenciadas à direita apresentaram valores de Tm mais altos (80,77 ± 0,55°C).

O gráfico representativo das curvas de dissociação demonstrou uma separação 

distinta entre os grupos BE.9 e não-BE.9. Esses achados são congruentes com o desenho 

experimental do ensaio, pois a menor extensão do amplicon nos grupos BE.9, devido à 

deleção de 244 bases que reduz seu tamanho, requer uma menor temperatura de 

dissociação da dupla fita de DNA para atingir sua temperatura de melting. Da mesma 

forma, o amplicon sem a deleção exibe maior extensão, visível nos grupos não-BE.9, 

sugerindo que a dissociação necessita de uma temperatura mais elevada para desnaturar 

o material genético e atingir a temperatura de melting (Pryor e Wittwer, 2006).

Foi observada uma concordância de 89,7% (n = 252/281), evidenciando 252 

amostras concordantes e 29 amostras discordantes. Assim como apresentado para o ensaio 

ORF1a_del9_286, os valores para sensibilidade, especificidade, acurácia (concordância), 

Valor preditivo positivo (VPP), Valor preditivo negativo e a Razão de verossimilhança 

para o teste positivo estão na tabela 2. 

Tabela 2 - Indicadores para estudo de validação de testes diagnósticos ou de rastreamento 

aplicadas ao ensaio molecular ORF7a_244del.
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Neste ensaio, a sensibilidade superou a média observada em testes de RT-PCR 

diagnóstico (~86%), embora a especificidade tenha ficado abaixo da média esperada 

(<95%) (Ministério da Saúde, 2022). Essa diferença pode ser explicada pela ocorrência 

de amplificação inespecífica, na qual o fluoróforo intercalante BRYT Green se liga a 

qualquer material genético de fita dupla, incluindo sequências contaminantes ou dímeros 

de primers. Esse fenômeno pode resultar na detecção equivocada de sinal de 

fluorescência, gerando resultados falso-positivos (Zhang et al., 2015). 

Segundo Juul e colaboradores (2022), os ensaios baseados em curva de 

dissociação apresentam valores de especificidade de pelo menos 90%, semelhantes aos 

observados no ensaio para detecção da sublinhagem BE.9. Isso sugere que, embora esses 

ensaios sejam sensíveis, podem apresentar variações na especificidade, possivelmente 

devido à geração de resultados falso-positivos (Juul et al., 2022).

Embora o ensaio ORF7a_244del tenha apresentado sensibilidade e especificidade 

inferiores em comparação ao ORF1a_del9_286, ele representa uma alternativa de menor 

custo, utilizando reagentes mais acessíveis, como o BRYT Green, um fluoróforo 

intercalante amplamente utilizado e de baixo custo (Tao et al., 2022). Essa vantagem 

financeira pode ser particularmente relevante em contextos de vigilância em larga escala 

ou em regiões com recursos limitados.

Para validação estatística da comparação entre os resultados dos ensaios 

ORF7a_244del de curva de dissociação com os dados de sequenciamento (padrão-ouro), 

o teste de McNemar não apresentou significância estatística da diferença entre os grupos, 

com qui-quadrado de 2,5 e p-valor igual a 0,1138. Esse resultado evidencia que ambas as 

técnicas não apresentaram diferenças estatísticas nas suas análises, inferindo que os 

resultados do ensaio concordam com os resultados de sequenciamento.

NOME DO 
ENSAIO

SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE ACURÁCIA VPP VPN MCNEMAR 
(P-VALOR)

ORF7a_224del 89,8% 89,6% 89,7% 82,2% 94,2% 0,1138
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5.3.3 Ensaio para VOI JN.1

Das 41 amostras analisadas, 87,8% (36/41) foram conclusivas e 12,2% foram 

inconclusivas (5/41). Das conclusivas, 61,1% eram amostras JN.1 e 38,9% foram 

amostras não JN.1. Como observado na figura 15, as curvas de dissociação para a 

sublinhagem JN.1, apenas para as amostras conclusivas, apresentaram Tm de 77,84± 

0,13°C, apresentando níveis de fluorescência entre 350k e 450k. As curvas para as 

sublinhagens de JD.1, também conclusivas, apresentaram Tm de 77,2 ± 0,14°C, com nível 

de fluorescência em 430k.

Assim como observado para o ensaio de curva de dissociação da sublinhagem 

BE.9, as curvas de JN.1 e JD.1 seguiram o mesmo padrão de diferenciação. Enquanto as 

amostras da linhagem JN.1 apresentaram uma tendência de curva mais à direita, com Tm 

maior, as linhagens JD.1 revelaram uma tendência de curvas mais à esquerda, com Tm 

menor. Esse resultado está relacionado com a tendência de variantes de maior tamanho, 

como as variantes com inserção (JN.1), apresentarem maior Tm, e as de menor tamanho, 

como variantes sem inserção (JD.1), exibirem menor tamanho (Pryor e Wittwer, 2006).

Figura 15 - Gráfico representativo da curva de dissociação obtida no ensaio Spike_ins12.

Legenda: Este ensaio tem como alvo a inserção de 12 pares de bases na região Spike do genoma do SARS-

CoV-2, uma característica definidora das linhagens JN.1. As amostras atribuídas à designação ‘JD.1’ estão 

destacadas à esquerda exibindo valores de Tm mais baixos (77,26 ± 0,18°C), enquanto as amostras ‘JN.1', 
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evidenciadas à direita apresentaram valores de Tm mais altos (77,64 ± 0,80°C). Ambos os grupos são 

derivados de amostras clínicas de diagnóstico, 

De acordo com a tabela 3, os indicadores de validação do ensaio apresentaram 

valores satisfatórios para a técnica (Ministério da Saúde, 2022). No entanto, a literatura 

aponta que, em ensaios baseados em curva de dissociação, a especificidade tende a ser 

inferior à sensibilidade, o que contrasta com os resultados observados para o ensaio 

S_INS12 (Juul et al., 2022, Costa, 2023). Esse achado ressalta a importância de 

validações adicionais com um maior número de amostras para confirmar a robustez do 

ensaio.

A validação estatística pelo teste de McNemar revelou que não houve 

significância estatística da diferença entre os grupos “linhagens identificadas pelo ensaio” 

e “linhagens identificadas por NGS”, apresentando qui-quadrado de 0,5 e p-valor igual a 

0,4795, o que sugere concordância entre os resultados de genotipagem e os resultados de 

sequenciamento.

Tabela 3 - Indicadores para estudo de validação de testes diagnósticos ou de rastreamento 

aplicadas ao ensaio molecular S_INS12.

O ensaio de genotipagem para a variante de interesse (VOI) JN.1, baseado na 

detecção da inserção Spike_ins12, demonstrou a capacidade de identificar essa variante 

emergente. A detecção de inserções como marcadores moleculares é uma estratégia 

importante para o monitoramento da evolução viral, como destacado por outros 

pesquisadores (Holmes et al., 2021).

5.3.4 Abordagem integrativa de vigilância genômica com ensaios de 

genotipagem dirigidos a alvos sinapomórficos

A investigação de assinaturas moleculares permite o monitoramento do conjunto 

viral circulante durante surtos em populações humanas e animais, desempenhando um 

NOME DO 
ENSAIO

SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE ACURÁCIA VPP VPN MCNEMAR 
(P-VALOR)

S_INS12 91,6% 100% 94,4% 100% 85,7% 0.4795
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papel crucial tanto na adoção de medidas não farmacológicas de intervenção – como 

distanciamento social, uso de máscaras, higienização das mãos e superfícies, ventilação 

adequada, isolamento e quarentenas – quanto na definição de políticas de saúde para o 

enfrentamento de epidemias e pandemias. Essa abordagem é aplicável tanto em contextos 

antrópicos quanto zoonóticos, como no monitoramento de vírus emergentes de origem 

animal com potencial de transmissão para humanos, exemplificado por patógenos como 

SARS-CoV-2, influenza A (H1N1) e influenza aviária (H5N1). A vigilância genômica 

integrada, aliada a ensaios de genotipagem direcionados a alvos sinapomórficos, 

possibilita a identificação precoce de variantes virais, a compreensão de sua dinâmica de 

transmissão e a avaliação de riscos associados à emergência de novas linhagens. Dessa 

forma, essa estratégia fortalece a capacidade de resposta a surtos, contribuindo para a 

mitigação de impactos na saúde pública e na economia.

Além das abordagens de vigilância genômica baseadas em WGS, a 

complementação por metodologias de fácil descentralização, como ensaios de RT-qPCR 

direcionados a assinaturas moleculares, oferece vantagens significativas. Entre elas, 

destacam-se o maior custo-benefício associado à técnica, a aplicação eficiente na triagem 

de amostras, o aumento do número de testes realizados e a obtenção de maior 

representatividade dos dados epidemiológicos. Adicionalmente, esses ensaios permitem 

a análise de amostras com distintas cargas virais, garantindo maior sensibilidade, e são 

compatíveis com diversos meios de transporte para amostras clínicas. Essa flexibilidade 

torna os ensaios de RT-qPCR viáveis para implementação em sistemas de unidades de 

saúde, laboratórios de diagnóstico e centros de vigilância regionais, ampliando a 

capacidade de monitoramento e resposta a surtos.

A partir dos resultados encontrados na identificação das assinaturas moleculares 

de frequência considerável nas linhagens de interesse, com respectiva ausência de tais 

assinaturas em outras linhagens co-circulantes, os ensaios revelam seu caráter 

discriminatório. O reposicionamento dos ensaios moleculares já descritos e validados 

também se torna uma possibilidade, à medida que as mutações em linhagens que 

encerraram sua circulação podem convergir de forma independente em alterações 

semelhantes nas linhagens atuais (Costa, 2023).

Os ensaios apresentaram resultados satisfatórios em relação aos parâmetros de 

desempenho avaliados, como sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo 
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(VPP), valor preditivo negativo (VPN) e teste de McNemar. No entanto, embora de custo 

mais elevado, os ensaios baseados em dupla-sonda oferecem uma segurança adicional na 

análise e interpretação dos resultados, em comparação com ensaios que utilizam apenas 

curvas de melting. Estes últimos podem apresentar limitações, como a amplificação de 

contaminantes, formação de dímeros de primers ou falhas de amplificação, especialmente 

quando não há otimização adequada do ensaio ou ausência de controles internos (Zhang 

et al., 2015). Por outro lado, os ensaios baseados em curvas de dissociação tendem a ser 

mais econômicos, além de proporcionarem economia de tempo e aproveitamento de 

insumos pré-existentes. Isso ocorre devido ao reposicionamento de primers para detecção 

de sinapomorfias já conhecidas e à utilização de reagentes já disponíveis na rotina 

laboratorial, permitindo a implementação de um método praticamente em tempo real.

Ressalta-se, portanto, que estratégias baseadas em ensaios de genotipagem e 

inferência por RT-qPCR atuam como uma abordagem complementar menos laboriosa e 

demorada em comparação ao uso de sequenciamento de nova geração (NGS). Esses 

ensaios apresentam custos de implementação, processamento e análise reduzidos quando 

comparados ao NGS (Pinkhover et al., 2022). Além de auxiliar no monitoramento efetivo 

do cenário epidemiológico à nível populacional, devido à rápida identificação das 

variantes e controle da transmissão da infecção (Vidya et al., 2021).

Em períodos pandêmicos, a exacerbação do número de casos e a necessidade de 

medidas rápidas para orientar o tratamento dos pacientes fazem com que o diagnóstico 

clínico seja complementado de forma crucial pela vigilância epidemiológica. Com a 

epidemiologia, obtém-se a magnitude da disseminação da doença, através do número de 

casos confirmados e suspeitos, a propagação da doença por meio das taxas de incidência 

(novos casos) e prevalência (indivíduos afetados na população), a distribuição geográfica 

dos casos, o perfil demográfico dos casos (idade, sexo, comorbidades), a taxa de ocupação 

de leitos, os dados de cobertura vacinal e eficácia da vacina, além da capacidade de 

diagnóstico e identificação de surtos por meio do quantitativo de testes realizados. Essas 

variáveis permitem direcionar recursos e estratégias as regiões mais afetadas, identifica 

os grupos de risco e investiga necessidade de atualização vacinal (Ma et al., 2024; 

Ministério da Saúde, 2024).

Já em períodos interepidêmicos, a vigilância se torna mais contínua, com foco no 

monitoramento de tendências e padrões ao longo do tempo, buscando a prevenção e 
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preparação para possíveis surtos futuros. Essa abordagem visa o monitoramento de 

variantes e a identificação precoce do agente patogênico, permitindo uma resposta rápida 

caso ocorra um aumento nos casos. Durante o período entre epidemias, pode-se avaliar a 

relação das variantes circulantes com a eficácia das vacinas e seu escape imunológico, 

auxiliando na possibilidade de atualizações das vacinas ou reforços. Cada variante 

permite a adaptação das medidas de saúde pública e das estratégias de vacinação para 

mitigar a propagação do vírus.

Um exemplo emblemático foi observado com a variante Ômicron, cujas mutações 

demonstraram capacidade de enfraquecer a resposta das células T a células infectadas e 

escapar de anticorpos neutralizantes gerados por infecções prévias ou vacinação. Essas 

mutações de evasão imunológica, amplamente documentadas na literatura, destacaram a 

importância do desenvolvimento de vacinas que induzam a produção de anticorpos 

neutralizantes, especialmente direcionados à proteína Spike do SARS-CoV-2. Contudo, a 

emergência de novas variantes trouxe à tona o desafio das mutações na Spike, que podem 

aumentar a transmissibilidade e, simultaneamente, reduzir a neutralização por anticorpos.

Nesse contexto, o monitoramento genômico, particularmente das variantes de 

preocupação (VOCs) e variantes de interesse (VOI), como a Ômicron e suas 

sublinhagens, e posteriormente a JN.1, desempenha um papel central na identificação de 

novas mutações e na compreensão de seu impacto na transmissibilidade, severidade e 

escape imunológico. Essa vigilância contínua é essencial para orientar a atualização de 

vacinas, a formulação de políticas de saúde e a preparação para futuras ondas de infecção, 

garantindo respostas ágeis e eficazes diante de patógenos em constante evolução.

6 CONCLUSÃO

O estudo conduzido foi de grande importância para entender o cenário 

epidemiológico em constante mudança no Ceará, durante a pandemia e pós-pandemia da 

COVID-19. Assim como para investigar a possível associação entre as distintas 

linhagens/variantes de vírus respiratórios, como o SARS-CoV-2, e o número de 

notificações de Síndrome Respiratória Aguda Grave (SRAG). 

O perfil dos padrões moleculares, na forma de mutações-chave definidoras de 

linhagem, permitiu ampliar a detecção e o monitoramento de distintas sublinhagens de 

interesse. A validação dos ensaios de genotipagem molecular e sua aplicação representou 

uma importante forma de incrementar o número de amostras para as linhagens circulantes 
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em 2022 e anos posteriores. A elevada especificidade e sensibilidade dos ensaios, 

juntamente com sua concordância com os resultados de NGS, demonstraram validação 

satisfatórios e correspondentes à testes diagnósticos já estabelecidos e capaz de se igualar 

com sequenciamento genômico.

A reemergência e co-circulação de vírus respiratórios, reforçam a importância de 

uma vigilância genômica ativa e contínua, dado que muitos patógenos têm uma dinâmica 

sazonal bem definida. Em contraste, o SARS-CoV-2 apresenta um comportamento menos 

previsível, em parte devido à influência de fatores como novas variantes e campanhas de 

vacinação. Esse monitoramento constante permite a identificação de padrões sazonais e 

a antecipação de novas ondas de infecção, possibilitando a implementação de estratégias 

de controle mais eficazes para mitigar o impacto na saúde pública.

Observou-se a possível influência das sublinhagens no cenário epidemiológico do 

novo coronavírus no Ceará, na qual a cada nova emergência, o número de casos tende a 

aumentar. No agravo desses casos, consequentemente acarretando Síndrome Respiratória, 

foi observado que as curvas de SRAGs notificadas seguem um padrão semelhante às 

curvas do aumento do número de casos para COVID-19, denotando, possivelmente, que 

distintas linhagens podem ser responsáveis por diferentes evoluções de agravamento da 

doença COVID-19 (cura e óbito). 

Ressalta-se que a formação em Biotecnologia foi fundamental para a condução 

deste estudo, permitindo a aplicação de técnicas avançadas de biologia molecular, como 

a genotipagem por RT-qPCR e a análise de dados genômicos através da bioinformática, 

além da interpretação de padrões moleculares e mutações-chave. Essa base técnica e 

científica foi essencial para a validação dos ensaios, a análise de resultados e a integração 

de dados epidemiológicos e moleculares, contribuindo para uma compreensão mais 

profunda da dinâmica viral e para a proposição de estratégias de vigilância e controle 

mais eficientes.

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os vírus respiratórios são os mais frequentes agentes etiológicos responsáveis por 

causar doenças em humanos, com substancial impacto na morbidade e mortalidade da 

população em todo o mundo. Diversas famílias de vírus respiratórios, como influenza, 
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vírus sincicial respiratório, parainfluenza, metapneumovírus, rinovírus, coronavírus, 

adenovírus e bocavírus, estão bem adaptadas à transmissão pessoa a pessoa e circulam de 

forma endêmica, epidêmica ou pandêmica (Boncristiani, Criado e Arruda, 2009).

O modelo experimental desenvolvido neste trabalho, que integra análises de 

bioinformática para a construção de árvores filogenéticas e gráficos de frequência de 

mutações, aliado ao uso de ensaios de RT-qPCR para identificação e caracterização de 

variantes, pode ser adaptado e aplicado à vigilância molecular de outros vírus 

respiratórios. Por exemplo, no caso do vírus influenza, mesmo sendo segmentado, é 

possível utilizar abordagens semelhantes para monitorar a diversidade genética de cepas 

circulantes, identificar mutações associadas à evasão imunológica ou aumento da 

transmissibilidade, e inferir linhagens por meio de ensaios moleculares direcionados. 

Além disso, essa metodologia pode ser estendida para outros patógenos de 

importância clínica, como o vírus sincicial respiratório e o metapneumovírus, permitindo 

a detecção precoce de variantes emergentes e a avaliação de sua relevância 

epidemiológica. 

Programas globais de vigilância genômica, como os desenvolvidos para o SARS-

CoV-2, são essenciais para detectar rapidamente ameaças infecciosas emergentes e 

orientar respostas de saúde pública (Tosta et al., 2023). O sequenciamento genômico 

completo, combinado com técnicas de RT-qPCR direcionadas para mutações específicas, 

representa uma ferramenta poderosa para a caracterização de linhagens e a reconstrução 

filogenética, contribuindo para a vigilância epidemiológica e o controle de surtos. 

Portanto, a aplicação dessa metodologia a outros patógenos respiratórios pode 

ampliar a capacidade de monitoramento e resposta a doenças infecciosas, fortalecendo a 

preparação global para futuras epidemias e pandemias.
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