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RESUMO

As Doengas Febris Agudas (DFA) e as Doencas Neurologicas Graves (DNG) se
representam desafios significativos para o diagnodstico devido a diversidade de agentes
infecciosos que podem causa-las e a limitacdo dos testes diagndsticos convencionais, que
frequentemente resultam negativos ou inconclusivos. Diante disso, o sequenciamento
metagendmico por nanoporos emergiu como uma ferramenta promissora na identificagdo de
agentes etioldgicos de doengas infecciosas desconhecidas, oferecendo estratégias variadas
para a analise e a caracterizagdo desses agentes. Este estudo teve como objetivo identificar os
agentes etioldgicos associados a casos de internagao por DFA e DNG com resultado negativo
para arboviroses por diagnodstico convencional em um hospital de Belo Horizonte, Minas
Gerais. Foram analisadas amostras biologicas de 16 pacientes hospitalizados. Estas amostras
foram submetidas a dois protocolos distintos: o sequenciamento shotgun e/ou o protocolo
SMART-9N que envolve o enriquecimento de RNA, seguido de sequenciamento por
nanoporos. As etapas subsequentes incluiram controle de qualidade, remocdo de genes do
hospedeiro, montagem de novo do genoma para formagdo de contigs, duas classificacdes
taxondmicas para minimizar falso-positivos e analise filogenética. Nos casos de DFA,
identificamos um espectro de microrganismos associados as relatadas patologias, incluindo
Escherichia coli, Streptococcus sp., Virus da Imunodeficiéncia Humana 1 (Subtipo B), e
Pegivirus Humano (Genétipo 2B). Ja nos casos de DNG, os microrganismos detectados com
prévia associacdo correlacionada com a patologia identificados incluiram Escherichia coli,
Clostridium sp. e virus da dengue tipo 2 (Geno6tipo-II). Este estudo evidencia a eficiéncia e a
rapidez da analise metagendmica, ressaltando sua capacidade de identificar patogenos
associados a diversas doencas. Além disso, demonstra a viabilidade de recuperar genomas
quase completos de virus de RNA, sublinhando a relevancia desta técnica no aprimoramento

da precisao diagnostica e na personalizagdo de tratamentos.

Palavras-Chave: doenca febril aguda; doengas neuroldgicas severas; sequenciamento por

nanoporos; metagendmica.



ABSTRACT

Acute Febrile Illness (AFI) and Severe Neurological Diseases (SND) pose significant
diagnostic challenges due to the diversity of infectious agents that can cause them and the
limitations of conventional diagnostic tests, which are often negative. In view of this,
nanopore metagenomic sequencing has emerged as a promising tool for identifying the
etiological agents of unknown infectious diseases, offering a variety of strategies for
analyzing and characterizing these agents. The aim of this study was to identify the
etiological agents associated with cases of hospitalization for AFI and SND in the Eduardo de
Menezes Hospital, Belo Horizonte, Minas Gerais. Biological samples from 16 hospitalized
patients were analyzed. These samples were subjected to two different protocols: shotgun
sequencing and RNA enrichment using the SMART-9N protocol, followed by nanopore
sequencing. Subsequent steps included quality control, removal of host genes, de novo
assembly of the genome to form contigs, two taxonomic classifications to minimize false
positives and phylogenetic analysis. In cases of AFI, we identified a spectrum of
disease-associated microbes including Escherichia coli, Streptococcus sp., Human
Immunodeficiency Virus 1 (Subtype B), and Human Pegivirus (Genotype 2B). In DNG cases,
the pathogens identified included Escherichia coli, Clostridium sp. and dengue virus type 2
(Genotype-II lineage). This study demonstrates the effectiveness and speed of metagenomic
analysis, highlighting its ability to identify pathogens associated with various diseases, the
feasibility of recovering almost complete genomes of RNA viruses and the importance of this

technique for more accurate diagnoses and personalized treatments.

Keywords: acute febrile illness; severe neurological disorders; nanopore sequencing;

metagenomics.
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1. INTRODUCAO
1.1 Doencas Febris Agudas e Doencas Neurologicas Severas: Uma breve
contextualizacao

A Doenca Febril Aguda (DFA) ¢ uma sindrome clinica caracterizada por febre (> 38,0
°C) e frequentemente acompanhada por varios sintomas inespecificos, como dor de cabega,
erupcdo cutanea, dores musculares e articulares (Kigozi ef al., 2023). Essa ¢ uma sindrome
que requer frequentemente hospitalizagdo e investigagdes extensas para determinar a sua
etiologia, cuja causa se deve principalmente a agentes patogénicos e infecciosos que variam
epidemiologicamente em todo o mundo. Por exemplo, a malaria ¢ a causa predominante de
DFA em Africa, enquanto na América Latina e na Asia, a Dengue e a Leptospirose sdo as
causas mais comuns desta sindrome (Iroh Tam, Obaro and Storch, 2016; Kigozi et al., 2023)

Apesar dos avancos nos diagndsticos médicos, uma proporcao significativa de casos
de DFA permanece sem solugdo, com abordagens diagnésticas convencionais que muitas
vezes produzem resultados inconclusivos ou negativos. Estudos indicam que quase 50% dos
casos de DFA permanecem sem diagndstico, um numero que pode ser maior devido aos
frequentes erros de diagnostico de DFA como doencas arbovirais em ambientes de cuidados
primarios precarios, onde nao sdo realizadas investigagdes adicionais (Moreira et al., 2018).
(Bressan et al., 2023)

Os distirbios neurolégicos graves (DNG) abrangem uma série de condigdes que
afetam o cérebro, a medula espinhal e os nervos. Os sintomas de DNG podem incluir dores
de cabeca, disfuncdo do paladar e do olfato, fraqueza muscular, paralisia, perda de
sensibilidade, ma coordenagdo, confusao, convulsdes e dor. As DNGs sdo a segunda principal
causa de morte em todo o mundo, com vdrias causas, incluindo bactérias infecciosas, fungos
e particularmente, virus (Chen, X. et al., 2021; Wouk et al., 2021).

Devido aos sintomas inespecificos e a ampla gama de infecgdes associadas, as DNGs
e a DFA apresentam desafios diagndsticos significativos e embora exista uma ampla
infraestrutura de diagnoéstico estabelecido tanto no setor publico quanto no privado da area da
saude para investigar essas doengas, muitas vezes a investigagdo para identificar sua causa
pode resultar em achados inconclusivos ou negativos. Por conta disso, muitas vezes ¢

necessario recorrer a técnicas complementares para investigar a origem da patologia.


https://sciwheel.com/work/citation?ids=16211076&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16211076,7746630&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8320520&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16524044&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9422020,10524888&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0

16

1.2 Metagendomica por nanoporos

Dentre essas, a metagenomica tem ganhado destaque por ser um método com
capacidade revolucionaria de fornecer informagdes abrangentes da composi¢do microbiana
em amostras biologicas, por conta de ser uma técnica que tem a capacidade de sequenciar
especificas partes de um genoma, conceito conhecido como sequenciamento de amplicon, ou
sequenciar randomicamente toda a amplitude de DNA presente em uma amostra biologica,
conceito conhecido como sequenciamento Shotgun (Rausch et al., 2019).

Nos ultimos tempos, a utilizacdo da metagenomica tem crescido significativamente na
identificacdo de potenciais patdogenos emergentes e reemergentes através da andlise de
sequéncias de nucleotideos, e gera dados gendmicos valiosos que geralmente ndo sdo
detectados pelos métodos de diagnostico tradicionais, com o objetivo principal de descobrir e
caracterizar microrganismos associados a patologias como doencas febris ou neuroldgicas de
etiologia desconhecida e melhoram nossa compreensao da biologia das doengas, das
interagdes patdgeno-hospedeiro e da epidemiologia (Chiu and Miller, 2019).

A aplicagdo da metagenOmica na detec¢do de agentes infecciosos, especialmente
aqueles indescritiveis aos métodos diagnosticos convencionais, teve um aumento acentuado
nos ultimos anos, aproveitando uma variedade de tecnologias de sequenciamento de proxima
geracdo (NGS). Entre estes, a plataforma de sequenciamento MinlON ¢ cada vez mais
favorecida devido a sua capacidade de gerar rapidamente volumes substanciais de dados. Sua
capacidade de sequenciamento de longas sequéncias genéticas (também chamadas de long
reads) abordam os desafios associados a regides repetitivas ambiguas, melhorando a
contiguidade genomica (Ciuffreda, Rodriguez-Pérez and Flores, 2021; Deng et al., 2022). A
portabilidade e a relacdo custo-beneficio desta tecnologia reforcam ainda mais sua ado¢do na
pesquisa genomica, ¢ a medida que o panorama epidemioldgico das doengas infecciosas
continua a mudar, a relevancia de metodologias metagenomicas sofisticadas torna-se mais
pronunciada (Latorre-Pérez et al., 2020).

Através dessa plataforma, ¢ possivel realizar andlises de forma rapida e integrar essa
tecnologia com uma metodologia de analise eficaz e agil para a identificacdo dos
microrganismos presentes, ndo apenas acelerando a recuperacao do paciente afetado, mas

também aprimorando substancialmente o sistema de vigilancia gendmica.
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1.3 Estratégias de analise bioinformaitica para identificacio de patégenos em dados
metagendmicos

Para analisar a presenga de um microorganismo, ha diferentes meios analises dos
dados brutos de sequenciamento, alguns estudos utilizam ferramentas de classificagao
taxondmica diretamente com as reads sequenciadas, enquanto outros realizam um
mapeamento prévio das reads, utilizando o genoma de referéncia do hospedeiro, antes de
proceder com a classificacdo taxondmica. No entanto, a metodologia mais recomendada
atualmente € que, apds o processo de controle de qualidade, seja feito o processo de
montagem das sequéncias (Breitwieser, Lu and Salzberg, 2019) (Ghurye, Cepeda-Espinoza
and Pop, 2016).

Em analises metagenomicas para investigar agentes etioldgicos desconhecidos, ndo ¢
possivel ter um organismo de referéncia para realizar a montagem, e por conta disso,
necessita-se realizar montagens de novo das sequéncias. Para long-reads, montadores de
contigs utilizam principalmente o algoritmo de consenso de sobreposi¢do, como o Canu
(Koren et al., 2017), Flye (Kolmogorov et al., 2019) e NECAT (Chen et al., 2021), que tém a
capacidade de gerar contigs de maior qualidade e confiabilidade.

ApoOs a montagem dos genomas, € possivel realizar o agrupamento dos contigs, seja
de acordo com um genoma de referéncia ou seguindo um padrdo para a geragdo de genomas
conhecidos ou desconhecidos, em um processo conhecido como "binning" (Nissen et al.,
2021). No entanto, este procedimento pode resultar em multiplos contigs, o que pode
complicar o processamento do algoritmo e aumentar o risco de produzir resultados falsos
positivos, e por esse motivo, algumas estratégias de classificagdo taxondmica aconselham
evitar essa etapa (Nayfach, et al, 2021). Como ¢é possivel realizar os processos de
classificagdo sem a necessidade do "binning", este ultimo procedimento ¢ considerado
opcional.

Finalizado o processo de montagem de genomas e opcional uso do binning, ¢ possivel
realizar o processo de classificagdo taxondmica. Para a identificagdo de genes presentes, 0s
classificadores mais utilizados atualmente sdo o Kraken2 e o DIAMOND. O Kraken2
funciona através do algoritmo de k-mers, em que faz uma pesquisa comparativa das
sequéncias com um banco de dados que contém todos os k-mer de cada genoma com o
identificador de espécie (Wood, Lu and Langmead, 2019). Além do Kraken2, nos ultimos
tempos tem crescido o uso do DIAMOND, que em vez de utilizar as sequéncias diretamente,
traduz essas sequéncias e conduz a pesquisa comparativa por homologia de proteinas

(Buchfink, Reuter and Drost, 2021).
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Além dessas ferramentas, outras estratégias estdo sendo empregadas para a
identificacdo de microorganismos, especialmente no que diz respeito aos patdogenos virais.
Novas metodologias estdo sendo desenvolvidas, com destaque para aquelas que se baseiam
principalmente no Algoritmo de Markov Oculto (HMM, do inglés "Hidden Markov Model")
(Oliveira and Gruber, 2021), um modelo matematico utilizado para o reconhecimento de
padrdes, e no contexto das andlises genéticas, ¢ empregado para identificar e classificar as
leituras de DNA com relagdo aos microrganismos aos quais pertencem (Nayfach,
Péaez-Espino, et al., 2021). Por meio deste algoritmo, foram desenvolvidas diversas
ferramentas e pipelines de analise voltadas para a identificagdo de genomas virais, tais como
o VIRIFY, VirSorter e VirFinder, entre outros (Nooij ef al., 2018).

Essas ferramentas podem ser integradas com outras oriundas do HMM, permitindo a
estimativa da completude e integridade de fragmentos de genoma, a remogdo de regides
hospedeiras de provirus integrados, como no CheckV (Nayfach, Camargo, et al., 2021), além
de possibilitar a anotagdo e classificacdo funcional de virus, sejam eles descritos ou inéditos.
Isso ¢ feito por meio de ferramentas como o Distilled and Refined Annotation of Metabolism

(DRAM) (Guo et al., 2021) (Shaffer et al., 2020).

1.4 Justificativa

A implementacdo de diversas estratégias na investigagdo metagendmica desempenha
um papel crucial. Isso se deve a importancia de realizar comparagdes abrangentes, analisar e
mitigar falsos positivos, além de aprimorar as técnicas ja existentes. A necessidade de
compreender cada vez mais a dinamica das doencas infecciosas e obter respostas que
contribuam para a vigilancia eficaz de patégenos € uma razao fundamental para testar, definir
e implementar os melhores métodos de andlise. Esses métodos sdo essenciais para a
identificacdo e caracterizagao precisa de microrganismos associados a patologias. Portanto, a
busca por estratégias aprimoradas na investigagdo metagenomica se justifica plenamente,
dado o impacto significativo que isso pode ter no campo da saude e na nossa compreensao

das doencas infecciosas.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Identificar os agentes etioldgicos associados a casos de internacdo por Doenca Febril
Aguda e Doengas Neurologicas Graves com resultado negativo ou inconclusivo por

diagnostico convencional em um hospital de Belo Horizonte, Minas Gerais.

2.2 Objetivos Secundarios

e Detectar potenciais microrganismos associados a origem do quadro clinico de Doenga

Febril Aguda e Doencas Neuroldgicas Graves circulantes na cidade de Belo Horizonte

e [Implementar uma estratégia de identificacdo de microrganismo agil e eficaz para a

geragdo de respostas rapidas e confiaveis para a solicitacdo médica.

e Mapear e gerar genomas de microrganismos importantes para a saude publica, para

fortalecer a vigilancia gendmica do Estado de Minas Gerais
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de

Minas Gerais, sob o registro CAAE: 90249218.6.1001.5248

3.2 Selecao amostral

O Hospital Eduardo de Menezes (HEM), em Belo Horizonte, Brasil, desempenha
varias fungdes criticas na prestagdo de cuidados de saude, incluindo a realizagdo de
investigacoes etiologicas de pacientes hospitalizados com diversas patologias, entre essas a
Doencga Febril Aguda ou a Doenga Neuroldgica Grave e em colaboracdo com a Fundagao
Ezequiel Dias (FUNED), o hospital procura elucidar as possiveis associagdes entre infecgdes
com diagnosticos inconclusivos e infecgdes microbianas através de investigagdes sorologicas
e de biologia molecular abrangentes destinadas a detectar arbovirus, hepatite, rickettsiose,
hantaviroses, leptospirose, febre maculosa e outros agentes patogénicos, expandindo cada vez
mais as metodologias de andlise. No entanto, em 2022, as amostras de dezesseis pacientes
hospitalizados resultaram em resultados inconclusivos e/ou negativos, € como abordagem
alternativa para identificar os agentes etiologicos, amostras biologicas desses pacientes foram

submetidas a uma analise metagendmica (Figura 1).
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Figura 1. Workflow da analise metagendmica de DFA e DNG em pacientes hospitalizados. 1) O trabalho
comeca na coleta de amostras biologicas de pacientes hospitalizados com diagnostico de DFA ou DNG de
etiologia desconhecida; 2) Processamento Laboratorial: Dependendo da sintomatologia, parte das amostras
selecionadas para metagendmica foram submetidas a extrag¢@o e enriquecimento usando o protocolo SMART-9N
e outra somente extragdo para andlise shotgun, sintese de cDNA, seguido de sequenciamento genético
empregando tecnologia de nanoporos; 3) Analise de dados: As sequéncias foram submetidas a um controle de
qualidade, remogdo de material genético do hospedeiro e geragdo de contigs através da montagem de novo do
genoma ¢ submetidos a trés tipos de classificagdes taxonOmicas; 4) Identificagdo de agentes patogénicos e
analise filogenética: Os agentes patogénicos identificados com uma cobertura superior a 80% foram submetidos
a um mapeamento ¢ montagem de genoma consenso. A completude destes genomas foi avaliada, culminando na
construgdo de uma arvore filogenética para classificagdo genética do patdogeno.

3.3 Extracio de RNA e preparac¢io da amostra

Com base nos sintomas, classificagdo clinica e input de material genético extraido da
amostra biologica, as amostras biologicas foram submetidas a dois tipos de sequenciamento:
Algumas foram submetidas a uma andlise shotgun, que consistiu na extracdo de 4cido
ribonucleico (RNA), sintese de DNA complementar (cDNA) e preparacdo de biblioteca, e
outras foram submetidas ao protocolo SMART-9N de tratamento metagendomico (Claro et al.,
2021), utilizando um modelo SMART-Seq com trés primers aleatdrios compativel com os
adaptadores da Oxford Nanopore Technologies (ONT). Este protocolo ¢ particularmente
eficaz para melhorar a detec¢do e sequenciamento de genomas com foco em virus de RNA,
porém também permite a identificacdo e sequenciamento de virus de DNA, bactérias, fungos,
eucariotas e archaea. Das amostras submetidas a esse protocolo, o RNA foi extraido das
amostras utilizando o High Pure RNA Isolation Kit (Hoffmann-La Roche, Suica),
concentrado utilizando o RNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research, EUA) e feita a
reacdo de sintese de cDNA seguida de PCR utilizando o protocolo SMART-9N. Para esse
processo, foram utilizados dois iniciadores durante a sintese de cDNA: O primeiro iniciador
ON ¢ composto de uma sequéncia de 9 nucleotideos randomicos que se ligam ao RNA. Esse
iniciador possui ainda uma regido complementar a um outro iniciador que sera utilizado na
PCR. O segundo iniciador utilizado na sintese de cDNA ¢ o TSO, que tem como fung¢do se
ligar a extremidade final do cDNA recém-sintetizado e adicionar uma tag RLB, que também
serd complementar ao primer da etapa de PCR. Em seguida foi feita a PCR utilizando um
primer que tem como alvo as sequéncias adicionadas pelos iniciadores na etapa de cDNA.

Além das amostras, um controle negativo foi adicionado.
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3.4 Sequenciamento metagendmico por nanoporos

Para a preparagdo da biblioteca, houve primeiro a purificacdio das amostras
submetidas a PCR do protocolo SMART-9N usando as beads magnéticas AMPure XP
(Beckman Coulter, EUA). Apds essa purificacdo, todas as amostras foram submetidas a
normaliza¢ao da concentragdo de DNA, outra purificacdo por beads magnéticas seguido de
preparacao da cauda poliar e endprep usando o Ultra II End Prep Kit (New England Biolabs,
EUA), seguido de mais uma purificagdo, ligacdo de barcode usando o PCR Barcoding
Expansion (Oxford Nanopore Technologies, Reino Unido), outra etapa de purificagdo e
ligacdo do adaptador com o protocolo de expansao Adapter Mix II (Oxford Nanopore
Technologies, Reino Unido). A concentragdo de material gendmico em cada etapa foi
quantificada utilizando o Qubit dsDNA Quantification Assay Kit (Life Technologies, EUA).
As bibliotecas gendmicas preparadas foram carregadas em flowcells Oxford Nanopore
MinlON R9.4.1 (um para cada tipo de sequenciamento), preparada de acordo com as
instrugdes do fabricante usando o Flow Cell Priming Kit SQK-112 (Oxford Nanopore
Technologies, Reino Unido) e sequenciadas no dispositivo MinlON Mk1B da ONT usando o
software MinKNOW.

3.5 Analise bioinformatica

Para a analise bioinformatica foi realizada uma série de etapas: Conversao do sinal
elétrico em bases, demultiplexacdo das amostras, avaliacdo inicial da qualidade das
sequéncias geradas (reads), mapeamento e retirada de reads de seres humanos, montagem
denovo da sequéncias restantes, classificacdo taxondmica dos contigs gerados, andlise de
completude, mapeamento e montagem das sequéncias-consensos dos microrganismos

identificados e analise filogenética.

3.5.1 Chamada de base e demultiplex

A execu¢do inicial do sequenciamento gerou dados brutos no formato FASTS,
capturando sinais elétricos. Esses arquivos foram processados para chamada de base,
convertendo-os para o formato FASTQ, e demultiplexados utilizando o software Guppy,

desenvolvido pela ONT (Wick, Judd and Holt, 2019).

3.5.2 Controle de qualidade
Ap6s a chamada de base e demultiplexagdo, o controle de qualidade foi feito no

software fastp (Chen et al.,, 2018) para retirar reads de baixa qualidade ou tamanho
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insuficiente para utilizar no processo de montagem, colocando phred score minimo de
qualidade 9, tamanho minimo de 100 pares de base, ativacao do filtro de sequéncias de baixa
qualidade e permanéncia de duplicacdo. O comando utilizado para a realizagdo do controle de
qualidade foi o seguinte: fastp -i sample x.fastq --qualified quality phred 9
--length_required 100 --low_complexity_filter --complexity threshold 30
--dont_eval duplication --failed out --html fastp.html -o sample xx_quality filtered fastq

3.5.3 Retirada de genes do hospedeiro

A retirada de genes humanos foi realizada através do software minimap2 comparando
com as reads que atenderam os critérios de qualidade com o banco de dados de genoma
humano do software (Li, 2018). O comando utilizado foi minimap2 -t 210 -ax splice
minimap _human_db  sample xx_quality filtered.fastq -o sampleXX humanfiltered.sam

--split-prefix temp name

3.5.4 Montagem de novo do genoma

A partir das sequéncias que atenderam aos critérios de qualidade e sem genes de
hospedeiro, os arquivos FASTQ foram processados pelo software de montagem para
long-reads Flye (Kolmogorov et al., 2019), empregando o parametro especifico para analise
metagendmica metaFlye (Kolmogorov et al., 2020). Esse processo resultou na producao de
contigs que foram posteriormente salvos em um arquivo no formato FASTA. O comando
utilizado para montagem foi: flye --nano sampleXX humanfiltered.fastq.gz --out-dir

/sampleXX assembled --threads 10 --meta

3.5.5 Classificagao taxondmica por DIAMOND

Por conta do grande uso computacional e levando em conta a praticidade do uso de
ferramentas em nuvem, para a analise no software DIAMOND foi utilizado o pipeline de
andlise metagenOmica em nuvem de codigo aberto fornecida pela plataforma
Chan-Zuckerberg IDseq (CZ-ID) (Kalantar et al., 2020), cruzando os contigs gerados com a
base de dados NCBI Nucleotide (NT).

3.5.6 Analise confirmatoéria por classificagdo taxondmica por Kraken2
Como forma de confirmar, a classificagdo taxondmica dos contigs montados, tambem

foi feita utilizando o software Kraken2 de acordo com as instrucdes fornecidas na
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documentacdo (Wood, Lu and Langmead, 2019). Os parametros utilizados incluiram a
especificagdo do formato de entrada e saida, a alocacdo de 10 threads de processamento e a
inclusdo do pardmetro "--use-mpa-style" para gerar um perfil metagendmico normalizado em
termos de dados percentuais, que estava associado aos contigs. Para conduzir essa
classificagdo, empregamos o banco de dados mais recente disponivel, denominado
"standard-db-kraken2" O comando utilizado para classificacdo taxondmica no Kraken2 foi:
kraken2  assemblyfasta  --threads 20  --db  standard db kraken?  --output

classification-kraken2-sampleXX --report --use-mpa-style.

3.5.7 Classificag@o taxondmica por VirSorter2

Para investigar a presenca de genes virais utilizando HMM, os contigs resultantes da
montagem foram submetidos ao pipeline de anélise gendmica denominado "VirSorter2," que
¢ especializado na identificacdo de genes virais (Guo et al., 2021). O arquivo FASTA gerado
por meio desse pipeline, que continha os provaveis genes virais, foi posteriormente
submetido ao software CheckV para uma andlise mais detalhada desses genes (Nayfach,
Camargo, et al., 2021). Para a execugdo dessas analises, utilizamos os parametros padrdo
conforme descritos na documentacdo correspondente e utilizamos o banco de dados mais

atualizado disponivel.

3.5.8 Analise filogenética

Os agentes patogénicos com uma cobertura do genoma superior a 80% foram
submetidos a montagem do genoma utilizando a ferramenta Genome Detetive (Vilsker et al.,
2019). Os genomas de consenso resultantes foram depois avaliados quanto a sua qualidade e
integralidade utilizando o software CheckV, através do comando checkv end to end
final-viral-combined.fa checkv -t 10 -d checkv-db-vi.5. Estas sequéncias gendmicas foram
alinhadas com genomas de referéncia extraidos da base de dados do NCBI utilizando o
MAFFT com parametros predefinidos (Katoh et al., 2002). A curadoria manual foi efetuada
utilizando o Aliview para eliminar artefatos bioldgicos (Larsson, 2014). As arvores
filogenéticas foram construidas utilizando a estimativa de Maxima Verosimilhanca (ML)
efetuada pelo IQ-TREE2 (Minh et al., 2020), empregando o modelo geral de substitui¢ao de
nucleotideos reversivel no tempo (GTR) e apoiado por 1.000 réplicas bootstrap. A
visualizacdo final das arvores filogenéticas foi feita pelo software FigTree (Rambaut, 2018).
Os conjuntos de dados utilizados para construir estas arvores filogenéticas estao detalhados

na se¢ao de apéndice 7.1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Perfil clinico e sociodemografico da populacao estudada

Neste estudo, amostras biolodgicas de 16 pacientes hospitalizados no Hospital Eduardo
de Menezes por DFA e DNG ndo tiveram resultados conclusivos nas investigagdes
laboratoriais e por conta disso, foram submetidos a analise metagendmica. Desses, dois ndo
tiveram resultados processados por conta da auséncia de informacdes clinicas e socio
epidemiologicas acerca dos pacientes.

A Tabela 1 resume os dados epidemioldgicos dos pacientes incluidos, mostrando
distribuicdo etaria variando de 14 a 61 anos. A distribui¢cdo por género foi igual, com 50% de
participantes do sexo feminino e 50% do sexo masculino. Todos os pacientes eram residentes
de Minas Gerais, predominantemente de Belo Horizonte, embora alguns fossem de cidades
proximas, como Ouro Preto ou Ribeirdo das Neves. Clinicamente, os pacientes internados
apresentavam uma variedade de sintomas que necessitavam de sua internacdo. Aqueles com
DFS mais comumente relataram febre, mialgia, artralgia e dores de cabeca. Em contraste, os
casos de SND foram associados principalmente a sintomas como dores de cabega, convulsdes
e potencial neurossifilis. Um total de 18 amostras foram analisadas desses 16 pacientes, com
dois individuos (pacientes 7 e 11) contribuindo com duas amostras cada. Os tipos de amostras
incluiram cinco amostras de sangue total, duas de liquido cefalorraquidiano, cinco de soro e
duas amostras de sangue total coletadas em um tubo de conservante de RNA (Tempus).

De acordo com os sintomas relatados, onze pacientes tiveram suas amostras
submetidas ao protocolo SMART-9N e quatro foram submetidos ao protocolo Shotgun
conforme descrito na Tabela 1. Os resultados da andlise com o protocolo SMART-9N ja

foram publicados em artigo cientifico, inserido na se¢do de apéndices da atual dissertagao.

Tabela 1. Perfil clinico e sociodemografico dos pacientes e o protocolo de analise metagendmica utilizado para

cada caso
Paciente Género Idade Cidade Estado  Classificagdo Sintomas Protocolo Tipo de
clinica metagendmico amostra
1 Masculino 53 Belo Minas DNG Dores fortes de cabeca SMART-9N Soro
Horizonte  Gerais
2 Feminino 38 Belo Minas DFA Febre, mialgia, artralgia, SMART-9N Tempus
Horizonte  Gerais fadiga, dores de cabega e

lesdes na pele

3 Masculino 38 Belo Minas DNG Dores de cabega, SMART-9N / Sangue
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cutaneas, imunossupressao
¢ hepatite aguda

SI
SI

Quadro sugestivo de
leptospirose

Paquimeningite com
acometimento encefalico e
medular extenso. Lesdes
expansivas intramedulares,
mesenfalica e temporal.

Shotgun

SMART-9N /
Shotgun

SMART-9N

SMART-9N

SMART-9N

SMART-9N

SMART-9N

SMART-9N

SMART-9N

SMART-9N

Nao realizado

Naio realizado

Shotgun

Shotgun
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total

Sangue
total

Soro
Sangue

total

Tempus,
Soro

Sangue
total
Soro
Soro

Liquor (2)

Sangue
total

Soro

Soro

SI: Sem informagao

4.2 Analise do sequenciamento Shotgun

A partir do sequenciamento Shotgun nao foi possivel detectar a presenca de nenhum

microrganismo. Para verificar o que houve, a analise dos dados foi refeita sem a remogao dos

genes humanos e o resultados deram de fato que 100% das sequéncias geradas no

sequenciamento Shotgun foram de seres humanos (Figura 2), incluindo em amostras que

posteriormente na andlise do sequenciamento SMART-9N foram detectados genomas quase

completos de notorios microrganismos associados a origem dos quadros clinico de DNG e

DFA.
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Figura 2. Metaperfil dos organismos presentes nas amostras analisadas por paciente no protocolo Shotgun

4.3 Analise do sequenciamento SMART 9N

Dentre os pacientes cujas amostras foram submetidas ao protocolo SMART-9N, 25%
foram classificados clinicamente como casos de DNG (n=3), enquanto 75% foram
classificados como casos de DFA (n=9) (Figura 3A). Na andalise pelo DIAMOND, entre os
casos de DNS, foram identificados nove microrganismos, sendo que trés deles (34%) estavam
associados a DNS: Escherichia coli (33%), Clostridium sp. (33%) e virus da dengue tipo 2
(DENV-2) (33%) (Figura 3B e 3C).

Relativamente aos casos de DFA, foram identificados um total de 21 microrganismos,
sendo que oito (34%) eram agentes microbianos associados a sintomas de DFA (Figura 3D).
A deteccdo de bactérias foi predominante, sendo Escherichia coli (76%) a mais prevalente,
seguida de Streptococcus sp. (8%). Além disso, foram identificados virus em dois casos,
incluindo o Virus da Imunodeficiéncia Humana 1 (HIV-1) (8%) e o Pegivirus Hominis

(HPgV) (8%) (Figura 3E).
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Clostridium sp. Escherichia coli

Associado a
DFA?

| LES
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Microorganismo
associado

Dengue virus 2

E

Streptococcus sp.

HPgV

Associado a HIV

DNG?
B N
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Microorganismo
associado

Escherichia coli

Figura 3. Visdo geral da proporg¢do de casos por classificagdo e microrganismos identificados. A) Porcentagem
de casos por classificacdo clinica. B) Propor¢do de microrganismos associados 8 DNG nas amostras. C)
Microrganismos associados @ DNG identificados. D) Propor¢do de microrganismos associados & DFA nas
amostras. E) Microrganismos associados a DFA identificados.

Entre as bactérias e fungos detectados, a Escherichia coli foi identificada em todos os
tipos de amostras coletadas e foi associada a uma variedade de sintomas, incluindo febre,
mialgia, artralgia, fadiga, dores de cabeca, lesdes cutaneas, petéquias e sinais nao especificos
de neurossifilis e meningite. Embora a E. coli seja frequentemente considerada parte do
microbioma normal, também pode atuar como um agente patogénico, particularmente quando
¢ o unico agente patogénico detectado ou dependendo do tipo de amostra em que ¢€
encontrada.

Foram identificadas espécies de Clostridium numa amostra de soro de um paciente
internado com DNG que apresentava sintomas graves de cefaléia. Dada a variedade de
=doencas causadas por diferentes espécies de Clostridium, a sua deteccdo ndo pode ser
negligenciada. Uma situacdo semelhante ocorreu com as espécies de Strepfococcus, que

foram encontradas numa amostra de sangue total de um paciente com DFS que apresentava
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sintomas de febre, mialgia, cefaléia e petéquias. No controle negativo da sequenciamento,
ndo foram detectados microrganismos nos contigs, o que evidencia a auséncia de
contaminac¢do cruzada. Os microrganismos associados a essas doengas foram confirmados na

analise por Kraken2 (Figura 4).

100-

90+ Dengue virus 2

I HPgV
80 HIV-1
Escherichia coli
Corynebacterium kefirresidentii
709 Pseudonocardia petroleophila

|| Empedobacter stercoralis

. Chryseobacterium camelliae

. Dsygonomonas sp.
Shimwellia blattae

1 Janthinobacterium sp.

. Leuconostoc pseudomesenteroides

40+ . Clostridium sp.

. Hankyongella ginsenosidimutans
Streptococcus sp.
Gemmata obscuriglobus

. Bradyrhizobium sp.

20 . Novosphingobium sp.

. Porphyromonas sp.

Proporcdo de reads (%)

30+

1 2 3 4 5 6 7o 78 8 9 10 11A 11B 12 CN
Paciente

Figura 4. Metaperfil dos organismos presentes nas amostras analisadas por paciente no protocolo SMART-9N.
As nomenclaturas em vermelho sdo microrganismos associados a causa de DFA e/ou DNG.

Em relagdo a analise de predicdo por HMM, identificamos diversos genes virais nos
contigs por meio do VirSorter2. Contudo, ao verificar esses genes identificados pelo
VirSorter2 utilizando o CheckV, nenhum deles foi confirmado como um gene viral, mesmo
em amostras onde virus amplamente catalogados foram detectados pelo Kraken2 e
DIAMOND.

As bactérias associadas a doenca apresentaram uma cobertura e profundidade muito
baixas (Tabela 2), o que impediu uma analise mais aprofundada. Em contrapartida, os virus
detectados foram sequenciados com elevada qualidade, permitindo a montagem de genomas
quase completos de HIV, HPgV e DENV-2, e isto permitiu a constru¢do de uma arvore

filogenética para identificar as linhagens virais associadas a estas infec¢oes (Figura 5).
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Tabela 2. Dados de sequenciamento dos microrganismos associados a doengas detectados

pelo DIAMOND.

Paciente Tipo de amostra Patégeno Reads Contigs Cobertura  Profundidade
1 Soro Clostridium sp. 6554 1 0,8% 0,25x
2 Tempus E. Coli 63 1 0,1% 0,005x
3 Sangue total DENV-2 72078 3 99,8% 1145x
4 Sangue total E. coli 6939 1 0,1% 0,61x
5 Soro E. coli 10968 1 0,3% 1x

HPgV 511 2 86,2% 41x
6 Sangue total E. coli 4635 1 0,4% 0,18x
Streptococcus sp. 1347 1 0,1% 0,17x
. Tempus E. coli 173 1 0,7% 0,012x
Soro E. coli 9889 1 0,1% 0,95x
8 Sangue total E. coli 5280 1 0,1% 0,41x
HIV-1 52420 2 92% 1805x
9 Soro .
E. coli 13778 1 0,2% 1,2x
10 Soro E. coli 22622 1 0,1% 1,6x
1 Liquor 1 E. coli 2084 1 0,1% 0,19x
Liquor 2 E. coli 1703 1 0,2% 0,11x
12 Sangue total - - - - -
Controle .
- . E.coli 27 0 - -
negativo

A HIV
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Figura 5. Cobertura do genoma dos agentes patogénicos virais identificados. (A) A cobertura do genoma do
HIV, (B) A cobertura do genoma do HPgV e (C) A cobertura do genoma de DENV2.

A importancia destes resultados ¢ realcada pela identificacdo de subtipos virais

especificos, como demonstrado pela confirmacdo do HIV numa amostra de soro de um
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paciente diagnosticado com DFA. Este virus foi classificado filogeneticamente como HIV

tipo 1, subtipo B (Figura 6), elucidando assim o subtipo viral presente no paciente.

HIV-1 Subtipos
@ Subtipo F1

@ Subtipo F2 100
@ Subtipo K
@ Subtipo B
(O Subtipo D
(O Subtipo C
(O Subtipo L
(O Subtipo H
() Subtipo G
@ Subtipo A
@ Subtipo )

(O Subtipo N
() Subtipo O
(O Subtipo P

100

100

100

100

0.07

Figura 6. Arvore filogenética da andlise do genoma do HIV. A amostra do estudo é a amostra destacada
agrupada com subtipo B.

A amostra positiva para HPgV foi obtida a partir de uma amostra de sangue total, que

também foi positiva para Escherichia coli e Streptococcus sp. Esta amostra estava associada a
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sintomas tipicos de DFS, incluindo febre, mialgia, dores de cabeca e petéquias na pele. A
analise do genoma da amostra revelou um genoma de HPgV 86% completo. A andlise

filogenética subsequente classificou este virus como pertencente ao genétipo 2B do HPgV-1

(Figura 7).

HPgV Genotypes

@ Genotype 1

. Genotype 2A Q

Q Genotype 2B

. Genotype 3

. Genotype 4

'. Genotype 5

. Genotype 7

0.03

Figura 7. Arvore filogenética da analise do genoma do HPgV. A amostra do estudo é aquela que se destaca no
clado do genotipo 2B.

Do caso positivo de DENV-2, foi recuperado um genoma com 99% de cobertura
(Figura 5C), que foi classificado como pertencente ao gendtipo II, também conhecido como
linhagem cosmopolita (Figura 8). Este virus foi detectado numa amostra de sangue total de
um paciente diagnosticado com Doenca Neuroldgica Grave (DNS), que apresentava sintomas

como dores de cabega, crises convulsivas e outros sintomas neurologicos inespecificos.
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Figura 8. Arvore filogenética da anélise do genoma do DENV2. Comparando os genétipos de DENV2
detectados no Brasil, a amostra do estudo ¢ a amostra destacada que esta agrupada no genotipo 11

Em relagdo a analise de predicao por HMM, identificamos diversos genes virais nos
contigs por meio do VirSorter2. Contudo, ao verificar esses genes identificados pelo
VirSorter2 utilizando o CheckV, nenhum deles foi confirmado como um gene viral, mesmo
em amostras onde virus amplamente catalogados foram detectados pelo Kraken2 e

DIAMOND.
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5. DISCUSSAO GERAL

A DFA e a DNG de origem desconhecida constituem um grande desafio para a
medicina, e conhecer a etiologia dessas doencas ¢ imprescindivel para proporcionar um
tratamento especifico e bem sucedido aos pacientes, e para auxiliar nessa elucidagdo, a
metagendmica possui um grande potencial de utilidade (Chiu and Miller, 2019) .

No estudo atual, a andlise metagendmica shotgun ndo foi capaz de detectar
microrganismos, porém a abordagem SMART-9N utilizada foi capaz de identificar diversos
microrganismos que podem explicar a origem dos sintomas e a necessidade de hospitalizacao
dos pacientes. Dentre esses, a bactéria Escherichia coli foi o patdogeno mais detectado, e
ainda que esta seja uma bactéria comum da microbiota humana, certas condigdes e linhagens
descritas como patogé€nicas deste microrganismo pode levar a uma série de doengas,
incluindo entre elas sindromes febris e problemas neurologicos (Kaper, Nataro and Mobley,
2004; Schuppner et al., 2016; Soedarmono et al., 2022). Nesse estudo, a presenca de E.coli
em amostras como swab dificilmente podem estar associada a doenga do paciente, porém a
detec¢do deste microrganismo em amostras de liquor, sangue total e/ou soro demanda uma
grande ateng¢do devido ao fato de que a presenca de E.coli na corrente sanguinea pode acionar
uma grande resposta do sistema imunolédgico, resultando em uma grande gama de sintomas e
at¢ mesmo levar a quadro de sepse (Daga et al., 2019), portanto a deteccdo destes pode
explicar o quadro clinico e a necessidade de hospitalizagdo dos pacientes afetados neste
estudo. Além de E.coli, Streptococcus sp. outra bactéria que pode estar associada a DFS
também foi identificada. O género Strepfococcus inclui mais de 35 espécies associadas a
infecgdes, incluindo Streptococcus pyogenes e Streptococcus pneumoniae, ambos ligados a
DFS (Brouwer et al., 2023; Hercik et al., 2017; Krzysciak et al., 2013), porém, com a
qualidade da sequéncia detectada em nosso estudo, ndo conseguimos inferir se foi uma
espécie associada a patologias ou nao.

Das amostras positivas virais, foi possivel recuperar genomas quase completos,
permitindo uma andlise mais aprofundada, como linhagens e gendtipos conhecidos, que sdo
informagdes cruciais para adaptar estratégias de tratamento adequadas e obter informagdes
sobre as caracteristicas epidemioldgicas do virus na populagdo. Esta descoberta contribui para
a nossa compreensao mais ampla das dinamicas de transmissao, auxilia no desenvolvimento
de intervengdes especificas e informa as iniciativas de satde publica destinadas a controlar as
propagagoes virais.

HIV ¢ um agente patogénico humano bem conhecido cuja infec¢do leva a quadro de

imunodeficiéncia, tornando os individuos mais suscetiveis a outras infec¢des (Bekker et al.,
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2023), e no caso deste estudo, E. coli foi encontrada na mesma amostra de sangue que o HIV
e ¢ uma causa comum de infec¢des da corrente sanguinea em pacientes soropositivos
(Taramasso et al., 2019), o que pode explicar o quadro clinico. A andlise filogenética
classificou-a com sucesso como HIV tipo 1 subtipo B, que ¢ o subtipo mais prevalente de
HIV-1 em todo o mundo, inclusive em estudos locais feitos no estado de Minas Gerais (Da
Silva, Aleixo and Tupinambds, 2022; Junqueira and Almeida, 2016). Posteriormente, esse
caso de HIV também foi identificado por meio de triagem molecular na FUNED, e o paciente
relatou um status positivo, mas optou por nao se submeter a tratamento adicional em 2020.
Todos os microrganismos citados previamente sao popularmente e previamente ja
relatados como microrganismos associados a DFA, porém o HPgV continua a ser um virus
com patogenicidade controversa. Enquanto alguns estudos ndo o associam a quaisquer
doengas infecciosas humanas e o consideram um virus comensal, outros associam as
infec¢des por HPgV a doengas como linfoma ou encefalite cerebral (Yu et al., 2022) . No
nosso estudo, a amostra positiva de HPgV-1 estava co-infectada com Streptococcus, o que
sugere que o HPgV pode ndo ser a principal causa de infeccdo por DFA; no entanto, a
associacao do HPgV com sintomas semelhantes aos dos arbovirus, tais como febre, mialgia,
cefaleias e petéquias na pele, realgca a necessidade de mais investigacdo para esclarecer esta
correlagdo. Essa € a primeira amostra de HPgV-1 sequenciada no Estado de Minas Gerais, € o
gendtipo encontrado e o gendtipo mais prevalentes em outras regides do pais, em andlises
feitas em pacientes portadores de hepatites e transplantados (Savassi-Ribas et al. 2020; da

Silva et al. 2023).

Para além dos casos associados a DFS e a Escherichia coli, dois outros
microrganismos foram associados a DNG: Clostridium sp. e DENV-2. Embora ndo tenha sido
possivel identificar a espécie especifica de Clostridium nesta analise, a presenga de uma
bactéria do género Clostridium, que se sabe incluir varias espécies associadas a sintomas
neurologicos graves (por exemplo, Clostridium perfringens, difficile, tetani e botulinum),
suscita preocupagdes em termos de saude publica (Cai, Kumar and Singh, 2021; Finsterer and
Hess, 2007). No entanto, a deteccdo de microrganismos de espécies ndo-inferiveis deve-se a
qualidade da sequéncia e, para resolver este problema, podem ser testadas varias outras
abordagens metagenomicas de nanoporos para melhorar ainda mais a deteccdo de agentes
patogénicos.

O DENY, particularmente os sorotipos 2 e 3, € um virus notoriamente conhecido por
causar complica¢des neurologicas, incluindo convulsdes, dores de cabega e outros sintomas

neuroldgicos, como no caso deste estudo (Kulkarni, Pujari and Gupta, 2021; Trivedi and
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Chakravarty, 2022). Este DENV-2 positivo foi classificado como linhagem do genoétipo 11,
também conhecida como linhagem cosmopolita. Essa linhagem tem se disseminado
recentemente no Brasil, com relatos de circulagdo em diversas regides (Amorim ef al., 2023;
Giovanetti et al., 2022; Souza et al., 2023). Embora a disseminagdo dessa linhagem em
Minas Gerais careca de pesquisas extensas, os achados deste estudo sugerem que o genotipo
IT do DENV-2 foi inicialmente introduzido na regido em abril de 2022, o que ¢ consistente
com o fato de que esse gendtipo foi o mais prevalente em Minas Gerais no periodo
subsequente (Secretaria de Satde do Estado de Minas Gerais, 2023).

No geral, esta andlise metagendmica de amostras de pacientes que apresentam
sintomas clinicos de DFA e DNG forneceu informagdes valiosas sobre os diversos agentes
patogénicos associados a estas doencas. O processo de analise utilizado identificou uma série
de microrganismos, incluindo bactérias, fungos e, principalmente, virus, para elucidar seu
papel potencial nessas doengas, além de diversos microrganismos comuns da microbiota ou
ndo relacionados a patologias. Dentre as bactérias, a Escherichia coli foi o agente patogénico
predominante nos casos de AFI, assim como HIV e Streptococcus foram identificados como
contribuintes para os sintomas de DFS. Nos casos de DNS, a nossa analise revelou agentes
patogénicos como o Clostridium sp. € o DENV-2, real¢ando os diversos fatores etioldgicos

associados aos sintomas neuroldgicos graves.
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6. CONCLUSAO

Em conclusdo, a nossa analise metagendmica produziu conhecimentos significativos
sobre os agentes patogénicos associados a DFA e a DNG. Esta abordagem abrangente
delineou um espectro de bactérias, fungos e virus, esclarecendo os seus potenciais papéis na
patogénese destas condi¢des. A identificagao acurada desses microrganismos potencialmente
patogénicos, juntamente com a caracterizacdo de seus perfis genéticos e o seu papel nos
cenarios de co-infecdo, amplia significativamente nossa capacidade de desenvolver
estratégias terapéuticas precisas ¢ direcionadas para o tratamento adequado. Além disso, este
estudo destaca a importancia critica de investigacdo continua sobre a patogenicidade de
microrganismos ainda pouco estudados, como o HPgV. Os resultados obtidos ndo apenas
contribuem para uma compreensdo mais aprofundada da dinamica das doengas infecciosas,
mas também promovem a aprimoracao das metodologias metagendmicas em aplicagdes de
diagnostico clinico e saude publica, estabelecendo fundamentos solidos para futuras

investigagdes exploratorias e aplicadas neste campo.
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APENDICES

Genomas utilizados para a construcio das arvores filogenéticas

Tabela 3. Codigo do GenBank e a linhagem de cada genoma utilizado para a construgao das
arvores filogenéticas.

HIV HPgV DENV-2
Cadigo | Linhagem Cadigo | LInhagem Cadigo | LInhagem

KT276260.F1 F1 AB003290.1 Genotype 3 MT929639.1 Genotype Il
| KT276257.F1 F1 |  ABo03289.1 Genotype2A | MT929620.1 Genotype_ll
| KY989957.F1 F1 | AB003291.1 Genotype 6 | MT929624.1 Genotype_III
| KY514084.F1 F1 |  AB003202.1 Genotype4 | wTo29615.1 Genotype._ I
| KY989955.F1 F1 | AB003293.1 Genotype 3 | MT929635.1 Genotype Il
| KY514085.F1 F1 |  AB008335.1 Genotype3 | wTo29610.1 Genotype_ll
| KT427774.F1 F1 | AB008336.1 Genotype 6 | MT929630.1 Genotype_lIl
| KT427814.F1 F1 |  AB008342.1 Genotype 3 | wTo29631.1 Genotype_ll
| MKO041565.F1 F1 | ABo13500.1 Genotye 1 | wTezeess.1 Genotype_ll
| MK177827.F1 F1 |  ABo18667.1 Genotype4 | wTo29640.1 Genotype_ll
| KU749420.F2 F2 | AB021287.1 Genotype 4 | MT929629.1 Genotype_lIl
| MN153485.F2 F2 | AF006500.1 Genotype 3 | MT929586.1 Genotype_III
| KU749422.F2 F2 | AF031827.1 Genotype 2A | MT929643.1 Genotype_lll
| MT349417.F2 F2 | AF031828.1 Genotype 2A | MT929628.1 Genotype_III
| JX140673.F2 F2 | AFos1820.1 Genotype 2A | \To20633.1 Genotype_lll
| MH705144.F2 F2 | AF081782.1 Genotype 2A | MN589883.1 Genotype_lIl
| MN153483.F2 F2 | AF104403.1 Genotype 2A | HQo12537.1 Genotype_lll
| JX140672.F2 F2 | AF121950.1 Genotype2A | wnssoss4.1 Genotype_ll
| KX228809.F2 F2 |  AF300966.1 Genotype2A | MN5898BO.1 Genotype_ Il
| MK086131.F2 F2 | AX338086.1 Genotype 2A | IX669487.1 Genotype_ll
| AJ249235.K K | Aviges04.1 Genotype2A | yxe69488.1 Genotype_ Il
| AJ249239.K K | Avessr714 Genotype5 | OR389017.1 Genotype._ I
| MG571988.B B |  ps72ss.1 Genotype 2A | oke0s761.1 Genotype_ Il
| MG571987.B B | D87262.1 Genotype 3 | HQ012535.1 Genotype_lII
| MG571991.B B |  ps7263.1 Genotype 3 |  mnssoss2.1 Genotype_Il
| MG572010.B B | D87709.1 Genotype 3 | HQ012538.1 Genotype Il
| MG571982.B B |  os7710.1 Genotype 3 |  oRa89306.1 Genotype_Il
| MG571981.B B | D87711.1 Genotype 3 | HQO012534.1 Genotype_III
| MG571999.8 B |  os77121 Genotype 3 | oR389305.1 Genotype_lll
| sample sample | D87713.1 Genotype 3 | HQO012533.1 Genotype_III
| MG571983.B B | pe77ias Genotype3 | oP599720.1 Genotype_Il
| MG572002.B B | D87715.1 Genotype 3 | 0OP599699.1 Genotype_II
| MK041586.8 B |  poosoo.1 Genotype2A | OR025669.1 Genotype. I
| 0Q686013.D D | D90601.1 Genotype 3 | OR025670.1 Genotype_I
| 0Q686012.D D | Hass1171. Genotype4 |  oRr138998.1 Genotype_Il
| 0Q686008.D D | Hasstezs Genotye 7 | opseeri.1 Genotype_Il
| MW006081.D D | Ha331200.1 Genotype 7 | omra4t4s.1 Genotype_Il
| MF109710.D D | HQ331210.1 Genotype 7 | sample_45 sample
| MF109689.D D | Ha3s12s3.1 Genotype 7 | oqe22206.1 Genotype_Il
| MF109713.D D | HQ331234.1 Genotype 7 | 0Q511274.1 Genotype_II
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Abstract: Acute febrile illness (AFI) and severe neurological disorders (SNDs) often present diagnostic
challenges due to their potential origins from a wide range of infectious agents. Nanopore metage-
nomics is emerging as a powerful tool for identifying the microorganisms potentially responsible
for these undiagnosed clinical cases. In this study, we aim to shed light on the etiological agents
underlying AFI and SND cases that conventional diagnostic methods have not been able to fully
elucidate. Our approach involved analyzing samples from fourteen hospitalized patients using a com-
prehensive nanopore metagenomic approach. This process included RNA extraction and enrichment
using the SMART-9N protocol, followed by nanopore sequencing. Subsequent steps involved quality
control, host DNA /cDNA removal, de novo genome assembly, and taxonomic classification. Our
findings in AFI cases revealed a spectrum of disease-associated microbes, including Escherichia coli,
Streptococcus sp., Human Immunodeficiency Virus 1 (Subtype B), and Human Pegivirus, Similarly,
SND cases revealed the presence of pathogens such as Escherichia coli, Clostridium sp., and Dengue
virus type 2 (Genotype-II lineage). This study employed a metagenomic analysis method, demon-
strating its efficiency and adaptability in pathogen identification. Our investigation successfully
identified pathogens likely associated with AFI and SNDs, underscoring the feasibility of retrieving
near-complete genomes from RNA viruses. These findings offer promising prospects for advancing
our understanding and control of infectious diseases, by facilitating detailed genomic analysis which
is critical for developing targeted interventions and therapeutic strategies.
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1. Introduction

Acute febrile illness (AFI) is a clinical syndrome characterized by fever (>38.0 °C)
and often accompanied by various non-specific symptoms such as headache, rash, and
muscle and joint pains. This illness frequently necessitates hospitalization and extensive
investigations to determine its cause, which is primarily due to infectious pathogens that
vary epidemiologically around the world. For instance, malaria is the predominant cause
of AFlin Africa, whereas in Latin America and Asia, dengue and leptospirosis are more
common causes of this syndrome [1,2].

Despite advancements in medical diagnostics, a significant proportion of AFI cases re-
main unresolved. Conventional diagnostic approaches often yield inconclusive or negative
results. Studies indicate that nearly 50% of AFI cases remain undiagnosed, a figure that
may be higher due to the frequent misdiagnosis of AFI as arboviral disease in primary care
settings, where no further investigations are conducted [3,4].

Severe neurological disorders (SNDs) encompass a range of conditions that impact the
brain, spinal cord, and nerves. Symptoms of SNDs may include headaches, taste and smell
dysfunction, muscle weakness, paralysis, a loss of sensation, poor coordination, confusion,
seizures, and pain. SNDs are the second leading cause of death globally, with various
causes including infectious bacteria, fungi, and particularly viruses [5,6].

Due to the non-specific symptoms and the wide range of associated infections, SNDs
and AFI present significant diagnostic challenges. In many cases, supplementary method-
ologies are necessary to determine the etiological origins of these complex diseases. Among
these methodologies, metagenomics has emerged as a revolutionary approach. It provides
a comprehensive analysis of the microbial composition within biological samples. This
technique facilitates the identification of potential emerging and re-emerging pathogens
through nucleotide sequence analysis and generates valuable genomic data. These in-
sights enhance our understanding of disease biology, host—pathogen interactions, and
epidemiology [7].

The application of metagenomics in the detection of infectious agents, especially
those elusive to conventional diagnostic methods, has seen a marked increase in recent
years [8,9]. Metagenomic analysis leverages a variety of next-generation sequencing (NGS)
technologies. Among these, the MinlION sequencing platform is increasingly favored
due to its capacity to rapidly generate substantial data volumes. Its long-read sequencing
capabilities address the challenges associated with ambiguous repetitive regions, enhancing
genomic contiguity. The portability and cost-effectiveness of this technology further bolster
its adoption in genomic research [10]. As the epidemiological landscape of infectious
diseases continues to shift, the relevance of sophisticated metagenomic methodologies
becomes more pronounced. These technologies are crucial in elucidating the intricate
interactions between pathogens and their hosts, aiming to mitigate the public health burden
of diseases such as AFl and SND. They are instrumental in safeguarding public health in
an era characterized by the frequent emergence and re-emergence of infectious diseases.

In light of these capabilities, this study sought to employ the nanopore sequencing
platform to identify and characterize microorganisms linked to febrile or neurological
disorders of unknown etiology. The investigation focused on a cohort of hospitalized
patients with undiagnosed cases of AFI or SND, demonstrating the utility of metagenomics
in resolving complex diagnostic challenges in clinical settings.

2. Materials and Methods
2.1. Clinical Sampling

The Eduardo de Menezes Hospital in Belo Horizonte, Brazil, plays a crucial role in
healthcare by conducting etiological investigations for patients hospitalized with condi-
tions such as acute febrile illness or severe neurological disorders. The hospital ensures
the highest biosafety standards during the collection and identification of samples, fol-
lowing medical requests. Collaborating with the Ezequiel Dias Foundation (FUNED), the
hospital aims to uncover possible links between infections with inconclusive diagnoses
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and microbial infections. This is carried out through extensive serological and molecular
biology investigations targeting arboviruses, hepatitis, rickettsiosis, hantavirus, leptospiro-
sis, and other pathogens. Samples are collected based on clinical information and medical
requests and may include serum, whole blood, swabs, or cerebrospinal fluid. If an RNA
virus is suspected, blood is also collected in a Tempus tube, which contains chemicals that
preserve RNA for a longer period. Despite these efforts, in 2022, fourteen patients had
inconclusive results even after serological and molecular biology investigations. As an
alternative approach to identify the etiological agents, these patient samples were subjected
to metagenomic analysis (Figure 1).
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Figure 1. Metagenomic workflow analysis of AFI and SND in hospitalized patients. (1) Sample
collection: Collection of biological samples from hospitalized patients diagnosed with acute febrile
illness [AFI] or severe neurological disorder [SND] of unidentified origin. (2) Laboratory Processing:
Samples underwent RNA extraction using the SMART-9N protocol, followed by metagenomic
sequencing employing nanopore technology. (3) Data Analysis: Sequences were subjected to quality
control, the removal of host genetic material, and the generation of contigs through de novo genome
assembly. These contigs were then classified taxonomically. (4) Pathogen Identification and Further
Analysis: Identified pathogens with coverage exceeding 80% were used to assemble a consensus
genome. The completeness of these genomes was assessed, culminating in the construction of a
phylogenetic tree.

2.2. RNA Extraction and Nanopore Sequencing

RNA was extracted from a range of 200 to 500 uL of biclogical samples using the High
Pure RNA Isolation Kit (Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland) and concentrated using
the RNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research, Irvine, CA, USA). The samples then
underwent the SMART-9N PCR protocol [11], utilizing a three-random-primed SMART-Seq
model compatible with Oxford Nanopore Technologies (ONT) adapters. This protocol is
particularly effective in enhancing the detection and sequencing of pathogen genomes,
including RNA viruses, and facilitates the identification and sequencing of DNA viruses,
bacteria, fungi, eukaryotes, and archaea. Library preparation involved multiple steps:
PCR purification using AMPure XP beads (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA), the
normalization of DNA concentration, purification, end repair, and dA-tailing using the
Ultra IT End Prep Kit (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). This was followed by
further purification, native barcode ligation using the PCR Barcoding Expansion (Ox-
ford Nanopore Technologies, Oxford, UK), and adapter ligation with the Adapter Mix II
Expansion protocol (Oxford Nanopore Technologies, UK).
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The genomic material at each step was quantified using the Qubit dsDNA Quantifica-
tion Assay Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Following barcoding, the samples
were pooled and loaded into an Oxford Nanopore MinlON R9.4.1 flow cell, primed accord-
ing to the manufacturer’s instructions using the Flow Cell Priming Kit (Oxford Nanopore
Technologies, UK). Sequencing was conducted on the ONT MinlON Mk1B device using
MinKNOW software.

The initial sequencing run generated raw data in FAST5 format, capturing electrical
signals. These files were processed for base calling, converting them to FASTQ format, and
demultiplexed using Guppy software, developed by ONT [12].

2.3. De Novo Genome Assembly and Taxonomic Classification

The resulting FASTQ files were analyzed using the open-source metagenomic cloud-
pipeline provided by the Chan-Zuckerberg IDseq platform [13]. This analysis involved a
series of steps: initial quality assessment using Fastp software [14], followed by the removal
of human host sequences using minimap2 [15]. Subsequently, the remaining reads were
de novo-assembled using Flye software, specifically employing the metaFlye parameter
tailored for metagenomic analysis [16]. The resulting contigs and unaligned reads were
then classified using the DIAMOND software [17] and cross-referenced with the NCBI
Nucleotide database (NT). The complete list of detected microorganisms is provided in
Supplementary Table S1.

2.4. Phylogenetic Analysis

Pathogens with genome coverage exceeding 80% were subjected to genome assembly
using the Genome Detective online tool [18]. The resulting consensus genomes were
then assessed for quality and completeness using CheckV software [19]. These genomic
sequences were aligned to reference genomes retrieved from the NCBI database using
MAFFT with default parameters [20]. Manual curation was performed using Aliview [21]
to eliminate biological artifacts. Phylogenetic trees were constructed using Maximum
Likelihood (ML) estimation performed by IQ-TREE2, employing the general time reversible
(GTR) model of nucleotide substitution and supported by 1000 bootstrap replicates, with
the command iqtree -s archive.fasta -m GTR+F+R5 -bb 1000. The final visualization of the
phylogenetic trees was facilitated using FigTree software. The datasets used to build the
phylogenetic trees are in Supplementary Table S2.

3. Results

In this study, nine hospitalized patients were diagnosed with acute febrile illness (AFI),
while three exhibited symptoms indicative of severe neurological disease (SND). Notably,
two AFI patients lacked sufficient epidemiological data, resulting in their exclusion from
further analysis. Table 1 summarizes the epidemiological data of the included patients,
showing an age distribution ranging from 14 to 61 years. The gender distribution was
equal, with 50% female and 50% male participants. All patients were residents of Minas
Gerais, predominantly from Belo Horizonte, although some were from nearby cities such
as Ouro Preto or Ribeirao das Neves.

Clinically, the hospitalized patients presented a variety of symptoms that necessitated
their admission. Those with AFI commonly reported fever, myalgia, arthralgia, and
headaches. In contrast, SND cases were primarily associated with symptoms like headaches,
seizures, and potential neurosyphilis. A total of 14 samples were analyzed from these
12 patients, with 2 individuals (patients 7 and 11) contributing 2 samples each. The types
of samples included five whole blood, two cerebrospinal fluid, five serum, and two RNA
Tempus blood samples.
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Table 1. Epidemiological information from the patients analyzed in this study.
Patient Gender Age Ci State Clinical Symptoms Sample
& ty Classification P P
Belo : :
il Male 53 . Minas Gerais SND Headaches Serum
Horizonte
Bel Fever, myalgia, arthralgia,
2 Female 38 it Minas Gerais AFL fatigue, headache, and skin Tempus
Horizonte :
lesions (rash)
3 Male 38 B.Elo Minas Gerais SND Headache, conyuhlve SCIZUIE,  wihole blood
Horizonte and neurological symptoms
4 Male 53 Quro Preto Minas Gerais SND Suggestive O.f nﬁuro:sypch.lhs Whole blood
and bacterial meningitis
5 Female 43 B.EIO Minas Gerais AFI N, arthralgl_a, intigtic, Serum
Horizonte and petechiae
6 Male 34 Helo Minas Gerais AFI Fever, myalgia, headache, and .y 1y
Horizonte petechiae
7 Female 27 Ribeirao das Minas Gerais AFI Fever, cough, myalsla, fatigue, Tempus,
Neves and petechiae serum
8 Female 14 B.EIO Minas Gerais AFI Fever, myalgia, and headache =~ Whole blood
Horizonte
9 Male 37 B.EID Minas Gerais AFI Fever Serum
Horizonte
10 Male 61 Betim Minas Gerais AFI Fever Serum
Belo 3 : Fever and subacute Cerebrospinal
N Ferriale 2 Horizonte Minias Serals AHL myeloradiculopathy fluids
Belo Fever, myalgia, skin lesions,
12 Female 32 : Minas Gerais AFI immunosuppression, and Whole blood
Horizonte i
acute hepatitis

Among the patients, 25% were clinically classified as SND cases (n = 3), while 75%
were classified as AFI cases (n = 9) (Figure 2A). Among the SND cases, nine microorganisms
were identified, with three pathogens (34%) associated with SND: Escherichia coli (33%),
Clostridium sp. (33%), and Dengue virus type 2 (33%) (Figure 2B,C).

Regarding the AFI cases, a total of 21 microorganisms were identified, with 8 (38%)
of them being pathogens associated with AFI symptoms (Figure 2D). Bacterial detection
was predominant, with Escherichia coli (76%) being the most prevalent, followed by Strep-
tococcus sp. (8%). Furthermore, viruses were identified in two cases, including Human
Immunedeficiency Virus 1 (HIV-1) (8%), and Human pegivirus (HPgV) (8%) (Figure 2E).

Among the bacteria and fungi detected, Escherichia coli was identified in all types
of collected samples and was associated with a variety of symptoms including fever,
myalgia, arthralgia, fatigue, headaches, skin lesions, petechiae, and non-specific signs
of neurosyphilis and meningitis. While E. coli is often considered part of the normal
microbiome, it can also act as a pathogen, particularly when it is the sole pathogen detected
or depending on the type of sample in which it is found.

Clostridium species were identified in a serum sample from a hospitalized patient
with SND presenting severe headache symptoms. Given the range of diseases caused by
different species of Clostridium, their detection cannot be overlooked. A similar situation
occurred with Streptococcus species, which were found in a whole blood sample from an AFI
patient exhibiting symptoms of fever, myalgia, headaches, and petechiae. In the sequencing
control, no microorganisms were detected in the contigs, which highlights the absence of
cross-contamination.

The disease-associated bacterial detections had a diverse range of read counting, with
some bacterial detections presenting a high number of reads. However, all exhibited very
low coverage and depth, which hindered further analysis (Table 2). In contrast, the viruses
detected were sequenced with a high number of reads and great quality, allowing the
assembly of near-complete genomes of HIV, HPgV, and Dengue virus type 2 (DENV-2)
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with the current protocol. This enabled the construction of a phylogenetic tree to identify
viral lineages associated with these infections (Figure 3).
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Figure 2. Overview of the proportion of cases per classification and microorganisms identified.
(A) Percentage of cases per clinical classification. (B) Proportion of SND-associated microorganisms
in the samples. (C) SND-associated microorganisms identified: Clostridium sp. (light green), E. coli
(dark green) and DENV-2 (light orange). (D) Proportion of AFl-associated microorganisms in the
samples. (E) AFl-associated microorganisms identified: E. coli (dark green), Streptococcus sp. (light
green), HIV (orange) and HPgV (dark orange).
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Figure 3. Genome coverage of the viral pathogens identified. (A) The genome coverage of the HIV
genome, (B) the genome coverage of the HPgV genome, and (C) the genome coverage of the Dengue
virus 2 genome.
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Table 2. Sequencing data from the detected disease-associated microorganisms.

Patient Sample Type Pathogen Reads Contigs Coverage Depth
1 Serum Clostridium sp. 6554 1 0.8% 0.25%
2 Tempus E. coli 63 1 0.1% 0.005 %
3 Whole blood DENV-2 72,078 3 99.8% 1145x%
4 Whole blood E. coli 6939 1 0.1% 0.61x
5 Serum E. coli 10,968 1 0.3% 1x

HPgV 511 2 86.2% 41x%
6 Whole blood E oo 4635 1 0.4% 0.18x
Streptococcus sp. 1347 1 0.1% 0.17%
7 Tempus E. coli 173 1 0.7% 0.0125
Serum E. coli 9889 1 0.1% 0.95%
8 Whole blood E. coli 5280 il 0.1% 041x
HIV-1 52,420 2 92% 1805 x
2 e E. coli 13,778 1 0.2% 12x
10 Serum E. coli 22,622 1 0.1% l.6x
Cerebrospinal fluid 1 E. coli 2084 1 0.1% 0.19x
n Cerebrospinal fluid 2 E. coli 1703 1 0.2% 011x
12 Whole blood - - - - -
13 Negative control E. coli 27 0 - -

The significance of these findings is highlighted by the identification of specific viral

subtypes, as demonstrated by the confirmation of HIV in a serum sample from a patient

diagnosed with acute febrile illness (AFI). This virus was phylogenetically classified as HIV
type 1, subtype B (Figure 4), thereby elucidating the viral subtype present in the patient.

This classification enhances our understanding of the pathogenic landscape within the AFI
patient cohort.

Figure 4. Phylogenetic tree of the HIV genome analysis. The sample from the study is the highlighted
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o

sample grouped with subtype B.
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The HPgV-positive sample was obtained from a whole blood specimen, which also
tested positive for Escherichia coli and Streptococcus species. This sample was associ-
ated with symptoms typical of AFI, including fever, myalgia, headaches, and petechiae
on the skin. The genome analysis of the sample yielded an 86% complete genome of
HPgV. Subsequent phylogenetic analysis classified this virus as belonging to the human
strain HPgV-1 (Figures 3C and 5), providing insights into the viral strains affecting this
patient population.

From the DENV-2 positive case, a genome was recovered with 99% coverage (Figure 4,
which was classified as belonging to genotype II, also known as the cosmopolitan lineage
(Figure 6). This virus was detected in a whole blood sample from a patient diagnosed with
a severe neurological disorder (SND), presenting with symptoms including headaches,
convulsive seizures, and other nonspecific neurological symptoms.

HPgV Genotypes
. Genotype 1

@ Genotype2a @

Genotype 28 ; ®

© Genotypes

© Genotypes

@ Genotypes

@ Genotype7

Figure 5. Phylogenetic tree of the HPgV genome analysis. The study’s sample is the one that is
highlighted in the human clade.
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Figure 6. Phylogenetic tree of the DENV2 genome analysis. Comparing the detected genotypes of
DENV2 in Brazil, the sample from the study is the highlighted sample that is grouped in genotype IL

4. Discussion

The utilization of metagenomic analysis to elucidate the etiology of AFI and SNDs
with unknown origins presents a significant advancement in clinical medicine. The ability
to identify a specific etiology can greatly enhance the efficacy of treatments for hospitalized
patients. In our research, the application of metagenomic techniques facilitated the iden-
tification of diverse microorganisms. This detection capability potentially elucidates the
etiological factors underlying the symptoms and resultant hospitalizations of the patients
included in the study. Notably, Escherichia coli was the most commonly identified pathogen.
While E. coli is a typical constituent of the human microbiome, under certain conditions,
pathogenic strains can lead to various diseases, including acute febrile and neurological
disorders [22-26]. The detection of E. coli in critical samples such as cerebrospinal fluid,
whole blood, and serum necessitates heightened attention due to its potential to trigger
systemic inflammatory responses, potentially leading to septicemia [27]. Additionally, our
metagenomic analysis recovered nearly complete genomes of several viruses, facilitating
further analyses to determine their lineages and genotypes. Such information is crucial for
developing targeted treatment strategies and understanding the epidemioclogical character-
istics of these viruses within the population. For example, HIV was identified and classified
phylogenetically as HIV type 1, subtype B, which is prevalent both globally and in the
Minas Gerais state [28,29]. This subtype was also detected in a patient who had previously
reported being HIV-positive but had elected not to pursue treatment in 2020. This case
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underscores the utility of metagenomic analysis in identifying secondary infections that
could explain the patient’s hospitalization for AFL

The study also highlighted the controversial pathogenicity of HPgV, detected in a
sample co-infected with Streptococcus. While some studies do not associate HPgV with any
specific human diseases, others suggest potential links to conditions such as lymphoma
or brain encephalitis [30]. This ambiguity points to the need for further research to clarify
the clinical significance of HPgV, particularly when found in conjunction with typical
arbovirus-like symptoms such as fever, myalgia, headache, and petechiae. Our findings
also identified pathogens associated with SNDs, including Clostridium sp. and DENV-2.
The presence of the Clostridium genus, known for its association with severe neurologi-
cal symptoms, raises public health concerns, although the specific species could not be
determined [31,32]. Moreover, DENV-2 is a well-known neurological pathogen [33,34],
which genetically belonged to the genotype Il cosmopolitan lineage, recently reported to be
spreading in Brazil and also specifically in Minas Gerais State [35-37]. This lineage was
first detected in the region in April 2022 and has since been prevalent, highlighting the
benefits of metagenomic analysis in tracking the spread and evolution of pathogens.

5. Conclusions

In conclusion, our metagenomic analysis has yielded significant insights into the
pathogens associated with AFI and SND. This comprehensive approach has delineated
a spectrum of bacteria, fungi, and viruses, illuminating their potential roles in the patho-
genesis of these conditions. The precise identification of these pathogens, along with their
genetic profiles and involvement in co-infection scenarios, substantially augments our
capacity to formulate timely and specifically targeted therapeutic strategies. Furthermore,
this study underscores the critical need for continued research into the pathogenicity of
relatively unexplored microbes such as HPgV. The outcomes of this research not only
contribute to a deeper understanding of infectious disease dynamics but also enhance the
implementation of metagenomic methodologies in clinical diagnostics and public health,
thereby laying the groundwork for future exploratory and applied research in this field.
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Outros artigos publicados

Além dos resultados da atual dissertagdo, outros artigos foram publicados com
contribuic¢des do discente.

O artigo intitulado “Phylogenetic Reconstructions Reveal the Circulation of a Novel
Dengue Virus-1V Clade and the Persistence of a Dengue Virus-2 III Genotype in Northeast
Brazil” buscou através do sequenciamento genético fazer andlises filodindmicas e
epidemioldgicas para revelar um novo clado de gendtipo V de DENV-1 e a persisténcia de

circulacao do gendtipo 11T do DENV-2 no Nordeste Brasileiro.
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Abstract: Dengue fever is among the most significant public health concerns in Brazil. To date, the
highest number of Dengue notifications in the Americas has been reported in Brazil, with cases
accounting for a total number of 3,418,796 reported cases as of mid-December 2022. Furthermore,
the northeastern region of Brazil registered the second-highest incidence of Dengue fever in 2022.
Due to the alarming epidemiological scenario, in this study, we used a combination of portable
whole-genome sequencing, phylodynamic, and epidemiological analyses to reveal a novel DENV-1
genotype V clade and the persistence of DENV-2 genotype III in the region. We further report the
presence of non-synonymous mutations associated with non-structural domains, especially the NS2A
(non-structural protein 2A), as well as describe synonymous mutations in envelope and membrane
proteins, distributed differently between clades. However, the absence of clinical data at the time
of collection and notification, as well as the impossibility of monitoring patients in order to observe
worsening or death, restricts our possibility of correlating mutational findings with possible clinical
prognoses. Together, these results reinforce the crucial role of genomic surveillance to follow the
evolution of circulating DENV strains and understand their spread across the region through inter-
regional importation events, likely mediated by human mobility, and also the possible impacts on
public health and outbreak management.
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O artigo intitulado “Global SARS-CoV-2 genomic surveillance: What we have
learned (so far)” buscou analisar o panorama global da circulacdo e evolu¢ao gendmica do

SARS-CoV-2.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

The COVID-19 pandemic has brought significant challenges for genomic surveillance strategies in public health
systems worldwide. During the past thirty-four menths, many countries faced several epidemic waves of SARS-
Viral evolution CoV-2 infections, driven mainly by the emergence and spread of novel variants. In that line, genomic surveillance
has been a crucial toolkit to study the real-time SARS-CoV-2 evolution, for the assessment and optimization of
novel diagnostic assays, and to improve the efficacy of existing vaccines. During the pandemic, the identification

Genomic surveillance
Epidemic-pandemic preparedness

of emerging lineages carrying lineage-specific mutations (particularly those in the Receptor Binding domain)
showed how these mutations might significantly impact viral transmissibility, protection from reinfection and
wvaccination. So far, an unprecedented number of SARS-CoV-2 viral genomes has been released in public data-
bases (i.e., GISAID, and NCBI), achieving 14 million genome sequences available as of early-November 2022. In
the present review, we summarise the global landscape of SARS-CoV-2 during the first thirty-four months of viral
circulation and evolution. It demonstrates the urgency and importance of sustained investment in genomic
surveillance strategies to timely identify the emergence of any potential viral pathogen or associated variants,
which in turn is key to epidemic and pandemic preparedness.

1. SARS-CoV-2: an emerging threat of international concern

In late December 2019, The World Health Organization (WHO) of-
fice in China was informed about a cluster of novel cases of pneumonia
of unknown aetiology detected in the city of Wuhan, Hubei province
(Huang et al., 2020; Wu et al., 2020) (Fig. 1). Shortly afterwards, a new
type of coronavirus, later named SARS-CoV-2, was isolated and identi-
fied by the Chinese authorities and its genetic sequence was shared with
the international community on 10 January 2020 (Zhou et al., 2020)

(Fig. 1). The coronavirus disease 2019 (COVID-19) caused by SARS-CoV-
2 was classified as a pandemic on 11 of March 2020 (Cucinotta and
Vanelli, 2020) by The World Health Organization (WHO). Up to early
November 2022, more than 627 million confirmed cases of SARS-CoV-2
with exceeding 6.5 million associated deaths have been registered
worldwide (WHO, 2022) (Fig. 1). As the pandemic advanced, a variety
of methods were applied to understanding viral biology and identifying
viral factors that influenced the evolution and global spread of this
emerging threat.
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O artigo intitulado “Exploring the urban arbovirus landscape in Rio de Janeiro, Brazil:
transmission dynamics and patterns of disease spread” buscou analisar a dindmica de

transmissdo de arbovirus no Rio de Janeiro, identificando padrdes de propagacao da doenca.
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Summary The Lancet Regional
Background This study focuses on urban arboviruses, specifically dengue (DENV), chikungunya (CHIKV), and Zika g;:lrh —.Al:sngzs
(ZIKV), which pose a significant public health challenge in Rio de Janeiro state, Southeast Brazil. In our research, we ok
highlight critical findings on the transmission dynamics of these arboviruses in Rio de Janeiro, identifying distinct Piblired Oniifenor

g https://doi.org/10.
patterns of disease spread. 1016/j lana 2024,

16

Methods By combining genomic data with case reports from the Brazilian Ministry of Health, we have analysed the
phylogenetics, prevalence and spatial distribution of these endemic viruses within the state.

Findings Our results revealed sustained DENV transmission primarily in the northern part of the state, a significant
ZIKV epidemic in 2016 affecting all mesoregions, and two major CHIKV outbreaks in 2018 and 2019, predominantly
impacting the northern and southern areas. Our analysis suggests an inverse relationship between arboviral case
incidence and urban density, with less populous regions experiencing higher transmission rates, potentially attrib-
uted to a complex interplay of factors such as the efficacy of vector control measures, environmental conditions, local
immunity levels, and human mobility. Furthermore, our investigation unveiled distinct age and gender trends among
affected individuals. Notably, dengue cases were predominantly observed in young adults aged 32, while chikungunya
cases were more prevalent among individuals over 41. In contrast, cases of ZIKV were concentrated around the
33.year age group. Intriguingly, females accounted for nearly 60% of the cases, suggesting a potential gender-based
difference in infection rates.

Interpretation Our findings underscore the complexity of arbovirus transmission and the need for interventions
tailored to different geographical mesoregions. Enhanced surveillance and genomic sequencing will be essential for a
deeper, more nuanced understanding of regional arbovirus dynamics. Identifying potential blind spots within the
state will be pivotal for developing and implementing more effective public health strategies, specifically designed to
address the unique challenges posed by these viruses throughout the state.
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