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“Em algum lugar, algo incrível está esperando para ser descoberto”

Carl Sagan



RESUMO

As Doenças Febris Agudas (DFA) e as Doenças Neurológicas Graves (DNG) se

representam desafios significativos para o diagnóstico devido à diversidade de agentes

infecciosos que podem causá-las e à limitação dos testes diagnósticos convencionais, que

frequentemente resultam negativos ou inconclusivos. Diante disso, o sequenciamento

metagenômico por nanoporos emergiu como uma ferramenta promissora na identificação de

agentes etiológicos de doenças infecciosas desconhecidas, oferecendo estratégias variadas

para a análise e a caracterização desses agentes. Este estudo teve como objetivo identificar os

agentes etiológicos associados a casos de internação por DFA e DNG com resultado negativo

para arboviroses por diagnóstico convencional em um hospital de Belo Horizonte, Minas

Gerais. Foram analisadas amostras biológicas 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 incluíram controle de qualidade, remoção de genes do

hospedeiro, montagem de novo do genoma para formação de contigs, duas classificações

taxonômicas para minimizar falso-positivos e análise filogenética. Nos casos de DFA,

identificamos um espectro de microrganismos associados às relatadas patologias, incluindo

Escherichia coli, Streptococcus sp., Vírus da Imunodeficiência Humana 1 (Subtipo B), e

Pegivírus Humano (Genótipo 2B). Já nos casos de DNG, os microrganismos detectados com

prévia associação correlacionada com a patologia identificados incluíram Escherichia coli,

Clostridium sp. e vírus da dengue tipo 2 (Genótipo-II). Este estudo evidencia a eficiência e a

rapidez da análise metagenômica, ressaltando sua capacidade de identificar patógenos

associados a diversas doenças. Além disso, demonstra a viabilidade de recuperar genomas

quase completos de vírus de RNA, sublinhando a relevância desta técnica no aprimoramento

da precisão diagnóstica e na personalização de tratamentos.

Palavras-Chave: doença febril aguda; doenças neurológicas severas; sequenciamento por

nanoporos; metagenômica.



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. INTRODUÇÃO

1.1 Doenças Febris Agudas e Doenças Neurológicas Severas: Uma breve

contextualização

A Doença Febril Aguda (DFA) é uma síndrome clínica caracterizada por febre (≥ 38,0

°C) e frequentemente acompanhada por vários sintomas inespecíficos, como dor de cabeça,

erupção cutânea, dores musculares e articulares (Kigozi et al., 2023). Essa é uma síndrome

que requer frequentemente hospitalização e investigações extensas para determinar a sua

etiologia, cuja causa se deve principalmente a agentes patogênicos e infecciosos que variam

epidemiologicamente em todo o mundo. Por exemplo, a malária é a causa predominante de

DFA em África, enquanto na América Latina e na Ásia, a Dengue e a Leptospirose são as

causas mais comuns desta síndrome (Iroh Tam, Obaro and Storch, 2016; Kigozi et al., 2023)

Apesar dos avanços nos diagnósticos médicos, uma proporção significativa de casos

de DFA permanece sem solução, com abordagens diagnósticas convencionais que muitas

vezes produzem resultados inconclusivos ou negativos. Estudos indicam que quase 50% dos

casos de DFA permanecem sem diagnóstico, um número que pode ser maior devido aos

frequentes erros de diagnóstico de DFA como doenças arbovirais em ambientes de cuidados

primários precários, onde não são realizadas investigações adicionais (Moreira et al., 2018).

(Bressan et al., 2023)

Os distúrbios neurológicos graves (DNG) abrangem uma série de condições que

afetam o cérebro, a medula espinhal e os nervos. Os sintomas de DNG podem incluir dores

de cabeça, disfunção do paladar e do olfato, fraqueza muscular, paralisia, perda de

sensibilidade, má coordenação, confusão, convulsões e dor. As DNGs são a segunda principal

causa de morte em todo o mundo, com várias causas, incluindo bactérias infecciosas, fungos

e particularmente, vírus (Chen, X. et al., 2021; Wouk et al., 2021).

Devido aos sintomas inespecíficos e à ampla gama de infecções associadas, as DNGs

e a DFA apresentam desafios diagnósticos significativos e embora exista uma ampla

infraestrutura de diagnóstico estabelecido tanto no setor público quanto no privado da área da

saúde para investigar essas doenças, muitas vezes a investigação para identificar sua causa

pode resultar em achados inconclusivos ou negativos. Por conta disso, muitas vezes é

necessário 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
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1.2 Metagenômica por nanoporos

Dentre essas, a metagenômica tem ganhado destaque por ser um método com

capacidade revolucionária de fornecer informações abrangentes da composição microbiana

em amostras biológicas, por conta de ser uma técnica que tem a capacidade de sequenciar

específicas partes de um genoma, conceito conhecido como sequenciamento de amplicon, ou

sequenciar randomicamente toda a amplitude de DNA presente em uma amostra biológica,

conceito conhecido como sequenciamento Shotgun (Rausch et al., 2019).

Nos últimos tempos, a utilização da metagenômica tem crescido significativamente na

identificação de potenciais patógenos emergentes e reemergentes através da análise de

sequências de nucleotídeos, e gera dados genômicos valiosos que geralmente não são

detectados pelos métodos de diagnóstico tradicionais, com o objetivo principal de descobrir e

caracterizar microrganismos associados a patologias como doenças febris ou neurológicas de

etiologia desconhecida e melhoram nossa compreensão da biologia das doenças, das

interações patógeno-hospedeiro e da epidemiologia (Chiu and Miller, 2019).

A aplicação da metagenômica na detecção de agentes infecciosos, especialmente

aqueles indescritíveis aos métodos diagnósticos convencionais, teve um aumento acentuado

nos últimos anos, aproveitando uma variedade de tecnologias de sequenciamento de próxima

geração (NGS). Entre estes, a plataforma de sequenciamento MinION é cada vez mais

favorecida devido à sua capacidade de gerar rapidamente volumes substanciais de dados. Sua

capacidade de sequenciamento de longas sequências genéticas (também chamadas de long

reads) abordam os desafios associados a regiões repetitivas ambíguas, melhorando a

contiguidade genômica (Ciuffreda, Rodríguez-Pérez and Flores, 2021; Deng et al., 2022). A

portabilidade e a relação custo-benefício desta tecnologia reforçam ainda mais sua adoção na

pesquisa genômica, e à medida que o panorama epidemiológico das doenças infecciosas

continua a mudar, a relevância de metodologias metagenômicas sofisticadas torna-se mais

pronunciada (Latorre-Pérez et al., 2020).

Através dessa plataforma, é possível realizar análises de forma rápida e integrar essa

tecnologia com uma metodologia de análise eficaz e ágil para a identificação dos

microrganismos presentes, não apenas acelerando a recuperação do paciente afetado, mas

também aprimorando substancialmente o sistema de vigilância genômica.

https://sciwheel.com/work/citation?ids=7479622&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6741721&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10652187,13980783&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9507426&pre=&suf=&sa=0
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1.3 Estratégias de análise bioinformática para identificação de patógenos em dados

metagenômicos

Para analisar a presença de um microorganismo, há diferentes meios análises dos

dados brutos de sequenciamento, alguns estudos utilizam ferramentas de classificação

taxonômica diretamente com as reads sequenciadas, enquanto outros realizam um

mapeamento prévio das reads, utilizando o genoma de referência do hospedeiro, antes de

proceder com a classificação taxonômica. No entanto, a metodologia mais recomendada

atualmente é que, após o processo de controle de qualidade, seja feito o processo de

montagem das sequências (Breitwieser, Lu and Salzberg, 2019) (Ghurye, Cepeda-Espinoza

and Pop, 2016).

Em análises metagenômicas para investigar agentes etiológicos desconhecidos, não é

possível ter um organismo de referência para realizar a montagem, e por conta disso,

necessita-se realizar montagens de novo das sequências. Para long-reads, montadores de

contigs utilizam principalmente o algoritmo de consenso de sobreposição, como o Canu

(Koren et al., 2017), Flye (Kolmogorov et al., 2019) e NECAT (Chen et al., 2021), que têm a

capacidade de gerar contigs de maior qualidade e confiabilidade.

Após a montagem dos genomas, é possível realizar o agrupamento dos contigs, seja

de acordo com um genoma de referência ou seguindo um padrão para a geração de genomas

conhecidos ou desconhecidos, em um processo conhecido como "binning" (Nissen et al.,

2021). No entanto, este procedimento pode resultar em múltiplos 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 classificação taxonômica aconselham

evitar essa etapa (Nayfach, et al., 2021). Como é possível realizar os processos de

classificação sem a necessidade do "binning", este último procedimento é considerado

opcional.

Finalizado o processo de montagem de genomas e opcional uso do binning, é possível

realizar o processo de classificação taxonômica. Para a identificação de genes presentes, os

classificadores mais utilizados atualmente são o Kraken2 e o DIAMOND. O Kraken2

funciona através do algoritmo de k-mers, em que faz uma pesquisa comparativa das

sequências 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 últimos

tempos tem crescido o uso do DIAMOND, que em vez de utilizar as sequências diretamente,

traduz essas sequências e conduz a pesquisa comparativa por homologia de proteínas

(Buchfink, Reuter and Drost, 2021).

https://sciwheel.com/work/citation?ids=4326515&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3267539&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3267539&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3748382&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6744810&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12123864&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10262611&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10262611&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=11288609&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8120680&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10879394&pre=&suf=&sa=0
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Além dessas ferramentas, outras estratégias estão sendo empregadas para a

identificação de microorganismos, especialmente no que diz respeito aos patógenos virais.

Novas metodologias estão sendo desenvolvidas, com destaque para aquelas que se baseiam

principalmente no Algoritmo de Markov Oculto (HMM, do inglês "Hidden Markov Model")

(Oliveira and Gruber, 2021), um modelo matemático utilizado para o reconhecimento de

padrões, e no contexto das análises genéticas, é empregado para identificar e classificar as

leituras de DNA com relação aos microrganismos aos quais pertencem (Nayfach,

Páez-Espino, et al., 2021). Por meio deste algoritmo, foram desenvolvidas diversas

ferramentas e pipelines de análise voltadas para a identificação de genomas virais, tais como

o VIRIFY, VirSorter e VirFinder, entre outros (Nooij et al., 2018).

Essas ferramentas podem ser integradas com outras oriundas do HMM, permitindo a

estimativa da completude e integridade de fragmentos de genoma, a remoção de regiões

hospedeiras de provírus integrados, como no CheckV (Nayfach, Camargo, et al., 2021), além

de possibilitar a anotação e classificação funcional de vírus, sejam eles descritos ou inéditos.

Isso é 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 implementação de diversas estratégias na investigação metagenômica desempenha

um papel crucial. Isso se deve à importância de realizar comparações abrangentes, analisar e

mitigar falsos positivos, além de aprimorar as técnicas já existentes. A necessidade de

compreender cada vez mais a dinâmica das doenças infecciosas e obter respostas que

contribuam para a vigilância eficaz de patógenos é uma razão fundamental para testar, definir

e implementar os melhores métodos de análise. Esses métodos são essenciais para a

identificação e caracterização precisa de microrganismos associados a patologias. Portanto, a

busca por estratégias aprimoradas na investigação metagenômica se justifica plenamente,

dado o impacto significativo que isso pode ter no campo da saúde e na nossa compreensão

das doenças infecciosas.

https://sciwheel.com/work/citation?ids=16524136&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=11288609&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=11288609&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=5431846&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10915180&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10433569&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9417978&pre=&suf=&sa=0
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar os agentes etiológicos associados a casos de internação por Doença Febril

Aguda e Doenças Neurológicas Graves com resultado negativo ou inconclusivo por

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

2.2 Objetivos Secundários

● Detectar potenciais microrganismos associados a origem do quadro clínico de Doença

Febril Aguda e Doenças Neurológicas Graves circulantes na cidade de Belo Horizonte

● Implementar uma estratégia de identificação de microrganismo ágil e eficaz para a

geração de respostas rápidas e confiáveis para a solicitação médica.

● Mapear e gerar genomas de microrganismos importantes para a saúde pública, para

fortalecer a vigilância genômica do Estado de Minas Gerais
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3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa da Universidade Federal de

Minas Gerais, sob o registro CAAE: 90249218.6.1001.5248

3.2 Seleção amostral

O Hospital Eduardo de Menezes (HEM), em Belo Horizonte, Brasil, desempenha

várias funções críticas na prestação de cuidados de saúde, incluindo a realização de

investigações etiológicas de pacientes hospitalizados com diversas patologias, entre essas a

Doença Febril Aguda ou a Doença Neurológica Grave e em colaboração com a Fundação

Ezequiel Dias (FUNED), o hospital procura elucidar as possíveis associações entre infecções

com diagnósticos inconclusivos e infecções microbianas através de investigações sorológicas

e de biologia molecular abrangentes destinadas a detectar arbovírus, hepatite, rickettsiose,

hantaviroses, leptospirose, febre maculosa e outros agentes patogênicos, expandindo cada vez

mais as metodologias de análise. No entanto, em 2022, as amostras de dezesseis pacientes

hospitalizados resultaram em resultados inconclusivos e/ou negativos, e como abordagem

alternativa para identificar os agentes etiológicos, amostras biológicas desses pacientes foram

submetidas a uma análise metagenômica (Figura 1).
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Figura 1. Workflow da análise metagenômica de DFA e DNG em pacientes hospitalizados. 1) O trabalho
começa na coleta de amostras biológicas de pacientes hospitalizados com diagnóstico de DFA ou DNG de
etiologia desconhecida; 2) Processamento Laboratorial: Dependendo da sintomatologia, parte das amostras
selecionadas para metagenômica foram submetidas a extração e enriquecimento usando o protocolo SMART-9N
e outra somente extração para análise shotgun, síntese de cDNA, seguido de sequenciamento genético
empregando tecnologia de nanoporos; 3) Análise de dados: As sequências foram submetidas a um controle de
qualidade, remoção de material genético do hospedeiro e geração de contigs através da montagem de novo do
genoma e submetidos a três tipos de classificações taxonômicas; 4) Identificação de agentes patogênicos e
análise filogenética: Os agentes patogênicos identificados com uma cobertura superior a 80% foram submetidos
a um mapeamento e montagem de genoma consenso. A completude destes genomas foi avaliada, culminando na
construção de uma árvore filogenética para classificação genética do patógeno.

3.3 Extração de RNA e preparação da amostra

Com base nos sintomas, classificação clínica e input de material genético extraído da

amostra biológica, as amostras biológicas foram submetidas a dois tipos de sequenciamento:

Algumas foram submetidas a uma análise shotgun, que consistiu na extração de ácido

ribonucleico (RNA), síntese de DNA complementar (cDNA) e preparação de biblioteca, e

outras foram submetidas ao protocolo SMART-9N de tratamento metagenômico (Claro et al.,

2021), utilizando um modelo SMART-Seq com três primers aleatórios compatível com os

adaptadores da Oxford Nanopore Technologies (ONT). Este protocolo é particularmente

eficaz para melhorar a detecção e sequenciamento de genomas com foco em vírus de RNA,

porém também permite a identificação e sequenciamento de vírus de DNA, bactérias, fungos,

eucariotas e archaea. Das amostras submetidas a esse protocolo, o RNA foi extraído das

amostras utilizando o High Pure RNA Isolation Kit (Hoffmann-La Roche, Suíça),

concentrado utilizando o RNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research, EUA) e feita a

reação de síntese de cDNA seguida de PCR utilizando o protocolo SMART-9N. Para esse

processo, foram utilizados dois iniciadores durante a síntese de cDNA: O primeiro iniciador

9N é composto de uma sequência de 9 nucleotídeos randômicos que se ligam ao RNA. Esse

iniciador possui ainda uma região complementar a um outro iniciador que será utilizado na

PCR. O segundo iniciador utilizado na síntese de cDNA é o TSO, que tem como função se

ligar à extremidade final do cDNA recém-sintetizado e adicionar uma tag RLB, que também

será complementar ao primer da etapa de PCR. Em seguida foi feita a PCR utilizando um

primer que tem como alvo as sequências adicionadas pelos iniciadores na etapa de cDNA.

Além das amostras, um controle negativo foi adicionado.

https://sciwheel.com/work/citation?ids=14793656&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14793656&pre=&suf=&sa=0
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3.4 Sequenciamento metagenômico por nanoporos

Para a preparação da biblioteca, houve primeiro a purificação das amostras

submetidas a PCR do protocolo SMART-9N usando as beads magnéticas AMPure XP

(Beckman Coulter, EUA). Após essa purificação, todas as amostras foram submetidas a

normalização da concentração de DNA, outra purificação 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 purificação, ligação de barcode usando o PCR Barcoding

Expansion (Oxford Nanopore Technologies, Reino Unido), outra etapa de purificação e

ligação do adaptador com o protocolo de expansão Adapter Mix II (Oxford Nanopore

Technologies, Reino Unido). A concentração de material genômico em cada etapa foi

quantificada utilizando o Qubit dsDNA Quantification Assay Kit (Life Technologies, EUA).

As bibliotecas genômicas preparadas foram carregadas em flowcells Oxford Nanopore

MinION R9.4.1 (um para cada tipo de sequenciamento), preparada de acordo com as

instruções do fabricante usando o Flow Cell Priming Kit SQK-112 (Oxford Nanopore

Technologies, Reino Unido) e sequenciadas no dispositivo MinION Mk1B da ONT usando o

software MinKNOW.

3.5 Análise bioinformática

Para a análise bioinformática foi realizada uma série de etapas: Conversão do sinal

elétrico em bases, demultiplexação das amostras, avaliação inicial da qualidade das

sequências geradas (reads), mapeamento e retirada de reads de seres humanos, montagem

denovo da sequências restantes, classificação taxonômica dos contigs gerados, análise de

completude, mapeamento e montagem das sequências-consensos dos microrganismos

identificados e análise filogenética.

3.5.1 Chamada de base e demultiplex

A execução inicial do sequenciamento gerou dados brutos no formato FAST5,

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

Após a chamada de base e demultiplexação, o controle de qualidade foi feito no

software fastp (Chen et al., 2018) para retirar reads de baixa qualidade ou tamanho

https://sciwheel.com/work/citation?ids=7226563&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=5861897&pre=&suf=&sa=0
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insuficiente para utilizar no processo de montagem, colocando phred score mínimo de

qualidade 9, tamanho mínimo de 100 pares de base, ativação do filtro de sequências de baixa

qualidade e permanência de duplicação. O comando utilizado para a realização 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 sequências 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 parâmetro específico para análise

metagenômica metaFlye (Kolmogorov et al., 2020). Esse processo resultou na produção 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 Classificação taxonômica por DIAMOND

Por conta do grande uso computacional e levando em conta a praticidade do uso de

ferramentas em nuvem, para a análise no software DIAMOND foi utilizado o pipeline de

análise metagenômica em nuvem de código 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 Análise confirmatória por classificação taxonômica por Kraken2

Como forma de confirmar, a classificação taxonômica dos contigs montados, tambem

foi feita utilizando o software Kraken2 de acordo com as instruções fornecidas na

https://sciwheel.com/work/citation?ids=5243528&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6744810&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9939904&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10724519&pre=&suf=&sa=0
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documentação (Wood, Lu and Langmead, 2019). Os parâmetros utilizados incluíram a

especificação do formato de entrada e saída, a alocação de 10 threads de processamento e a

inclusão do parâmetro "--use-mpa-style" para gerar um perfil metagenômico normalizado em

termos de dados percentuais, que estava associado aos contigs. Para conduzir essa

classificação, empregamos o banco de dados mais recente disponível, denominado

"standard-db-kraken2" O comando utilizado para classificação taxonômica no Kraken2 foi:

kraken2 assembly.fasta --threads 20 --db standard_db_kraken2 --output

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

3.5.7 Classificação taxonômica por VirSorter2

Para investigar a presença de genes virais utilizando HMM, os contigs resultantes da

montagem foram submetidos ao pipeline de análise genômica denominado "VirSorter2," que

é especializado na identificação de genes virais (Guo et al., 2021). O arquivo FASTA gerado

por meio desse pipeline, que continha os prováveis genes virais, foi posteriormente

submetido ao software CheckV para uma análise mais detalhada desses genes (Nayfach,

Camargo, et al., 2021). Para a execução dessas análises, utilizamos os parâmetros padrão

conforme descritos na documentação correspondente e utilizamos o banco de dados mais

atualizado disponível.

3.5.8 Análise filogenética

Os agentes patogénicos com uma cobertura do genoma superior a 80% foram

submetidos à montagem do genoma utilizando a ferramenta Genome Detetive (Vilsker et al.,

2019). Os genomas de consenso resultantes foram depois avaliados quanto à 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-v1.5. Estas sequências genômicas foram

alinhadas com genomas de referência extraídos da base de dados do NCBI utilizando o

MAFFT com parâmetros predefinidos (Katoh et al., 2002). A curadoria manual foi efetuada

utilizando o Aliview para eliminar artefatos biológicos (Larsson, 2014). As árvores

filogenéticas foram construídas utilizando a estimativa de Máxima Verosimilhança (ML)

efetuada pelo IQ-TREE2 (Minh et al., 2020), empregando o modelo geral de substituição de

nucleotídeos reversível no tempo (GTR) e apoiado por 1.000 réplicas bootstrap. A

visualização final das árvores filogenéticas foi feita pelo software FigTree (Rambaut, 2018).

Os conjuntos de dados utilizados para construir estas árvores filogenéticas estão detalhados

na seção de apêndice 7.1.

https://sciwheel.com/work/citation?ids=8120680&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10433569&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10915180&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10915180&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=5664668&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=5664668&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=326539&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=807097&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8188277&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15390849&pre=&suf=&sa=0
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Perfil clínico e sociodemográfico da população estudada

Neste estudo, amostras biológicas de 16 pacientes hospitalizados no Hospital Eduardo

de Menezes por DFA e DNG não tiveram resultados conclusivos nas investigações

laboratoriais e por conta disso, foram submetidos a análise metagenômica. Desses, dois não

tiveram resultados processados por conta da ausência de informações clínicas e socio

epidemiológicas acerca dos pacientes.

A Tabela 1 resume os dados epidemiológicos dos pacientes incluídos, mostrando

distribuição etária variando de 14 a 61 anos. A distribuição por gênero 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

próximas, como Ouro Preto ou Ribeirão das Neves. Clinicamente, os pacientes internados

apresentavam uma variedade de sintomas que necessitavam de sua internação. Aqueles com

DFS mais comumente relataram febre, mialgia, artralgia e dores de cabeça. Em contraste, os

casos de SND foram associados principalmente a sintomas como dores de cabeça, convulsões

e potencial neurossífilis. Um total de 18 amostras foram analisadas desses 16 pacientes, com

dois indivíduos (pacientes 7 e 11) contribuindo com duas amostras cada. Os tipos de amostras

incluíram cinco amostras de sangue total, duas de líquido 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 análise com o protocolo SMART-9N já

foram publicados em artigo científico, inserido na seção de apêndices da atual dissertação.

Tabela 1. Perfil clínico e sociodemográfico dos pacientes e o protocolo de análise metagenômica utilizado para

cada caso

Paciente Gênero Idade Cidade Estado Classificação
clínica

Sintomas Protocolo
metagenômico

Tipo de
amostra

1 Masculino 53 Belo
Horizonte

Minas
Gerais

DNG Dores fortes de cabeça SMART-9N Soro

2 Feminino 38 Belo
Horizonte

Minas
Gerais

DFA Febre, mialgia, artralgia,
fadiga, dores de cabeça e

lesões na pele

SMART-9N Tempus

3 Masculino 38 Belo Minas DNG Dores de cabeça, SMART-9N / Sangue



26

Horizonte Gerais convulsões e sintomas
neurológicos

não-específicos

Shotgun total

4 Masculino 53 Ouro
Preto

Minas
Gerais

DNG Quadro sugestivo de
neurosífilis e meningite

bacteriana

SMART-9N /
Shotgun

Sangue
total

5 Feminino 43 Belo
Horizonte

Minas
Gerais

DFA Mialgia, artralgia, fadiga e
petéquias na pele

SMART-9N Soro

6 Masculino 34 Belo
Horizonte

Minas
Gerais

DFA Febre, mialgia, dores de
cabeça e petéquias na pele

SMART-9N Sangue
total

7 Feminino 27 Ribeirão
das Neves

Minas
Gerais

DFA Febre, Tosse, mialgia,
fadiga e petéquias na pele

SMART-9N Tempus,
Soro

8 Feminino 14 Belo
Horizonte

Minas
Gerais

DFA Febre, mialgia e dores de
cabeça

SMART-9N Sangue
total

9 Masculino 37 Belo
Horizonte

Minas
Gerais

DFA Febre SMART-9N Soro

10 Masculino 61 Belo
Horizonte

Minas
Gerais

DFA Febre SMART-9N Soro

11 Feminino 32 Belo
Horizonte

Minas
Gerais

DFA Febre e mielorradiculopatia
subaguda

SMART-9N Liquor (2)

12 Feminino 32 Belo
Horizonte

Minas
Gerais

DFA Febre, mialgia, lesões
cutâneas, imunossupressão

e hepatite aguda

SMART-9N Sangue
total

13 SI SI SI SI DFA SI Não realizado -

14 SI SI SI SI DFA SI Não realizado -

15 Masculino 57 Belo
Horizonte

Minas
Gerais

DFA Quadro sugestivo de
leptospirose

Shotgun Soro

16 Masculino 49 Belo
Horizonte

Minas
Gerais

DFA Paquimeningite com
acometimento encefálico e
medular extenso. Lesões

expansivas intramedulares,
mesenfálica e temporal.

Shotgun Soro

SI: Sem informação

4.2 Análise do sequenciamento Shotgun

A partir do sequenciamento Shotgun não foi possível detectar a presença de nenhum

microrganismo. Para verificar o que houve, a análise dos dados foi refeita sem a remoção dos

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

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

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

completos de notórios microrganismos associados a origem dos quadros clínico de DNG e

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

4.3 Análise 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 análise pelo DIAMOND, entre os

casos de DNS, foram identificados nove microrganismos, sendo que três deles (34%) estavam

associados à DNS: Escherichia coli (33%), Clostridium sp. (33%) e vírus 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 detecção de bactérias foi predominante, sendo Escherichia coli (76%) a mais prevalente,

seguida de Streptococcus sp. (8%). Além disso, foram identificados vírus em dois casos,

incluindo o Vírus da Imunodeficiência Humana 1 (HIV-1) (8%) e o Pegivirus Hominis

(HPgV) (8%) (Figura 3E).
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Figura 3. Visão geral da proporção de casos por classificação e microrganismos identificados. A) Porcentagem
de casos por classificação clínica. B) Proporção de microrganismos associados à DNG nas amostras. C)
Microrganismos associados à DNG identificados. D) Proporção de microrganismos associados à 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 cabeça, lesões cutâneas, petéquias e sinais não específicos

de neurossífilis e meningite. Embora a E. coli seja frequentemente considerada parte do

microbioma normal, também pode atuar como um agente patogénico, particularmente quando

é o único agente patogénico detectado ou dependendo do tipo de amostra em que é

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

=doenças causadas por diferentes espécies de Clostridium, a sua detecção não pode ser

negligenciada. Uma situação semelhante ocorreu com as espécies de Streptococcus, 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,

não foram detectados microrganismos nos contigs, o que evidencia a ausência de

contaminação cruzada. Os microrganismos associados a essas doenças foram confirmados na

análise por Kraken2 (Figura 4).

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

Em relação à análise de predição 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 vírus amplamente catalogados foram detectados pelo Kraken2 e

DIAMOND.

As bactérias associadas à doença apresentaram uma cobertura e profundidade muito

baixas (Tabela 2), o que impediu uma análise mais aprofundada. Em contrapartida, os vírus

detectados foram sequenciados com elevada qualidade, permitindo a montagem de genomas

quase completos de HIV, HPgV e DENV-2, e isto permitiu a construção de uma árvore

filogenética para identificar as linhagens virais associadas a estas infecções (Figura 5).
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Tabela 2. Dados de sequenciamento dos microrganismos associados a doenças detectados
pelo DIAMOND.

Figura 5. Cobertura do genoma dos agentes patogênicos 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 importância destes resultados é realçada pela identificação de subtipos virais

específicos, como demonstrado pela confirmação do HIV numa amostra de soro de um

ProfundidadeCoberturaContigsReadsPatógenoTipo de amostraPaciente
0,25x0,8%16554Clostridium sp.Soro1
0,005x0,1%163E. ColiTempus2
1145x99,8%372078DENV-2Sangue total3
0,61x0,1%16939E. coliSangue total4
1x0,3%110968E. coliSoro5
41x86,2%2511HPgV

Sangue total6 0,18x0,4%14635E. coli
0,17x0,1%11347Streptococcus sp.
0,012x0,7%1173E. coliTempus

7
0,95x0,1%19889E. coliSoro
0,41x0,1%15280E. coliSangue total8
1805x92%252420HIV-1

Soro9
1,2x0,2%113778E. coli
1,6x0,1%122622E. coliSoro10
0,19x0,1%12084E. coliLiquor 1

11
0,11x0,2%11703E. coliLiquor 2
-----Sangue total12

--027E.coli
Controle
negativo

-
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paciente diagnosticado com DFA. Este vírus foi classificado filogeneticamente como HIV

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

Figura 6. Árvore filogenética da análise 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 típicos de DFS, incluindo febre, mialgia, dores de cabeça e petéquias na pele. A

análise do genoma da amostra revelou um genoma de HPgV 86% completo. A análise

filogenética subsequente classificou este vírus como pertencente ao genótipo 2B do HPgV-1

(Figura 7).

Figura 7. Árvore filogenética da análise 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 genótipo II, também conhecido como

linhagem cosmopolita (Figura 8). Este vírus foi detectado numa amostra de sangue total de

um paciente diagnosticado com Doença Neurológica Grave (DNS), que apresentava sintomas

como dores de cabeça, crises convulsivas e outros sintomas neurológicos inespecíficos.



33

Figura 8. Árvore filogenética da análise do genoma do DENV2. Comparando os genótipos de DENV2
detectados no Brasil, a amostra do estudo é a amostra destacada que está agrupada no genótipo II.

Em relação à análise de predição 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 vírus amplamente catalogados foram detectados pelo Kraken2 e

DIAMOND.
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5. DISCUSSÃO GERAL

A DFA e a DNG de origem desconhecida constituem um grande desafio para a

medicina, e conhecer a etiologia dessas doenças é imprescindível para proporcionar um

tratamento específico e bem sucedido aos pacientes, e para auxiliar nessa elucidação, a

metagenômica possui um grande potencial de utilidade (Chiu and Miller, 2019) .

No estudo atual, a análise metagenômica shotgun não 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 hospitalização

dos pacientes. Dentre esses, a bactéria Escherichia coli foi o patógeno mais detectado, e

ainda que esta seja uma bactéria comum da microbiota humana, certas condições e linhagens

descritas como patogênicas deste microrganismo pode levar a uma série de doenças,

incluindo entre elas síndromes febris e problemas neurológicos (Kaper, Nataro and Mobley,

2004; Schuppner et al., 2016; Soedarmono et al., 2022). Nesse estudo, a presença de E.coli

em amostras como swab dificilmente podem estar associada a doença do paciente, porém a

detecção deste microrganismo em amostras de líquor, sangue total e/ou soro demanda uma

grande atenção devido ao fato de que a presença de E.coli na corrente sanguínea pode acionar

uma grande resposta do sistema imunológico, resultando em uma grande gama de sintomas e

até mesmo levar a quadro de sepse (Daga et al., 2019), portanto a detecção destes pode

explicar o quadro clínico e a necessidade de hospitalização dos pacientes afetados neste

estudo. Além de E.coli, Streptococcus sp. outra bactéria que pode estar associada a DFS

também foi identificada. O gênero Streptococcus inclui mais de 35 espécies associadas a

infecções, incluindo Streptococcus pyogenes e Streptococcus pneumoniae, ambos ligados à

DFS (Brouwer et al., 2023; Hercik et al., 2017; Krzyściak et al., 2013), porém, com a

qualidade da sequência detectada em nosso estudo, não conseguimos inferir se foi uma

espécie associada a patologias ou não.

Das amostras positivas virais, foi possível recuperar genomas quase completos,

permitindo uma análise mais aprofundada, como linhagens e genótipos conhecidos, que são

informações cruciais para adaptar estratégias de tratamento adequadas e obter informações

sobre as características epidemiológicas do vírus na população. Esta descoberta contribui para

a nossa compreensão mais ampla das dinâmicas de transmissão, auxilia no desenvolvimento

de intervenções específicas e informa as iniciativas de saúde pública destinadas a controlar as

propagações virais.

HIV é um agente patogênico humano bem conhecido cuja infecção leva a quadro de

imunodeficiência, tornando os indivíduos mais suscetíveis a outras infecções (Bekker et al.,

https://sciwheel.com/work/citation?ids=6741721&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=177873,16525562,16519152&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=177873,16525562,16519152&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=11623193&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6832602,9897874,14509908&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15496465&pre=&suf=&sa=0
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2023), e no caso deste estudo, E. coli foi encontrada na mesma amostra de sangue que o HIV

e é uma causa comum de infecções da corrente sanguínea em pacientes soropositivos

(Taramasso et al., 2019), o que pode explicar o quadro clínico. A análise filogenética

classificou-a com sucesso como HIV tipo 1 subtipo B, que é 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 Tupinambás, 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 não se submeter a tratamento adicional em 2020.

Todos os microrganismos citados previamente são popularmente e previamente já

relatados como microrganismos associados à DFA, porém o HPgV continua a ser um vírus

com patogenicidade controversa. Enquanto alguns estudos não o associam a quaisquer

doenças infecciosas humanas e o consideram um vírus comensal, outros associam as

infecções por HPgV a doenças 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 não ser a principal causa de infecção por DFA; no entanto, a

associação do HPgV com sintomas semelhantes aos dos arbovírus, tais como febre, mialgia,

cefaleias e petéquias na pele, realça a necessidade de mais investigação para esclarecer esta

correlação. Essa é a primeira amostra de HPgV-1 sequenciada no Estado de Minas Gerais, e o

genótipo encontrado e o genótipo mais prevalentes em outras regiões do país, em análises

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 à DNG: Clostridium sp. e DENV-2. Embora não tenha sido

possível identificar a espécie específica de Clostridium nesta análise, a presença de uma

bactéria do gênero Clostridium, que se sabe incluir várias espécies associadas a sintomas

neurológicos graves (por exemplo, Clostridium perfringens, difficile, tetani e botulinum),

suscita preocupações em termos de saúde pública (Cai, Kumar and Singh, 2021; Finsterer and

Hess, 2007). No entanto, a detecção de microrganismos de espécies não-inferíveis deve-se à

qualidade da sequência e, para resolver este problema, podem ser testadas várias outras

abordagens metagenômicas de nanoporos para melhorar ainda mais a detecção de agentes

patogênicos.

O DENV, particularmente os sorotipos 2 e 3, é um vírus notoriamente conhecido por

causar complicações neurológicas, incluindo convulsões, dores de cabeça e outros sintomas

neurológicos, como no caso deste estudo (Kulkarni, Pujari and Gupta, 2021; Trivedi and

https://sciwheel.com/work/citation?ids=15496465&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=15763788&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16525583,16525584&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16525583,16525584&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13731067&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16611121,16412694&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16611121,16412694&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16525597,16525598&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16525597,16525598&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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Chakravarty, 2022). Este DENV-2 positivo foi classificado como linhagem do genótipo II,

também conhecida como linhagem cosmopolita. Essa linhagem tem se disseminado

recentemente no Brasil, com relatos de circulação em diversas regiões (Amorim et al., 2023;

Giovanetti et al., 2022; Souza et al., 2023). Embora a disseminação dessa linhagem em

Minas Gerais careça de pesquisas extensas, os achados deste estudo sugerem que o genótipo

II do DENV-2 foi inicialmente introduzido na região em abril de 2022, o que é consistente

com o fato de que esse genótipo foi o mais prevalente em Minas Gerais no período

subsequente (Secretaria de Saúde do Estado de Minas Gerais, 2023).

No geral, esta análise metagenômica de amostras de pacientes que apresentam

sintomas clínicos de DFA e DNG forneceu informações valiosas sobre os diversos agentes

patogênicos associados a estas doenças. O processo de análise utilizado identificou uma série

de microrganismos, incluindo bactérias, fungos e, principalmente, vírus, para elucidar seu

papel potencial nessas doenças, além de diversos microrganismos comuns da microbiota ou

não 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 análise revelou agentes

patogênicos como o Clostridium sp. e o DENV-2, realçando os diversos fatores etiológicos

associados aos sintomas neurológicos graves.

https://sciwheel.com/work/citation?ids=16525603,14554453&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13766776,15782183,16205144&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13766776,15782183,16205144&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16525606&pre=&suf=&sa=0
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6. CONCLUSÃO

Em conclusão, a nossa análise metagenômica produziu conhecimentos significativos

sobre os agentes patogênicos associados à DFA e à DNG. Esta abordagem abrangente

delineou um espectro de bactérias, fungos e vírus, esclarecendo os seus potenciais papéis na

patogénese destas condições. A identificação acurada desses microrganismos potencialmente

patogênicos, juntamente com a caracterização de seus perfis genéticos e o seu papel nos

cenários de co-infeção, amplia significativamente nossa capacidade de desenvolver

estratégias terapêuticas precisas e direcionadas para o tratamento adequado. Além disso, este

estudo destaca a importância crítica de investigação contínua sobre a patogenicidade de

microrganismos ainda pouco estudados, como o HPgV. Os resultados obtidos não apenas

contribuem para uma compreensão mais aprofundada da dinâmica das doenças infecciosas,

mas também promovem a aprimoração das metodologias metagenômicas em aplicações de

diagnóstico clínico e saúde pública, estabelecendo fundamentos sólidos para futuras

investigações exploratórias e aplicadas neste campo.



38

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

AMORIM, M. T. et al. Emergence of a New Strain of DENV-2 in South America:
Introduction of the Cosmopolitan Genotype through the Brazilian-Peruvian Border. Tropical
medicine and infectious disease, v. 8, n. 6, 17 Jun. 2023.

BEKKER, L.-G. et al. HIV infection. Nature reviews. Disease primers, v. 9, n. 1, p. 42, 17
oAug. 2023.

BREITWIESER, F. P.; LU, J.; SALZBERG, S. L. A review of methods and databases for
metagenomic classification and assembly. Briefings in Bioinformatics, v. 20, n. 4, p.
-1125–1136, 19 Jul. 2019.

BRESSAN, C. DA S. et al. Challenges of acute febrile illness diagnosis in a national
infectious diseases center in Rio de Janeiro: 16-year experience of syndromic surveillance.
PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 17, n. 4, p. e0011232, 3 Apr. 2023.

BROUWER, S. et al. Pathogenesis, epidemiology and control of Group A Streptococcus
infection. Nature Reviews Microbiology, v. 21, n. 7, p. 431–447, Jul. 2023.

BUCHFINK, B.; REUTER, K.; DROST, H.-G. Sensitive protein alignments at tree-of-life
scale using DIAMOND. Nature Methods, v. 18, n. 4, p. 366–368, 7 Apr. 2021.

CAI, S.; KUMAR, R.; SINGH, B. R. Clostridial neurotoxins: structure, function and
implications to other bacterial toxins. Microorganisms, v. 9, n. 11, 23 Oct. 2021.

CHEN, S. et al. fastp: an ultra-fast all-in-one FASTQ preprocessor. Bioinformatics, v. 34, n.
17, p. i884–i890, 1 Sep. 2018.

CHEN, X. et al. A systematic review of neurological symptoms and complications of
COVID-19. Journal of Neurology, v. 268, n. 2, p. 392–402, Feb. 2021.

CHEN, Y. et al. Efficient assembly of nanopore reads via highly accurate and intact error
correction. Nature Communications, v. 12, n. 1, p. 60, 4 Jan. 2021.

CHIU, C. Y.; MILLER, S. A. Clinical metagenomics. Nature Reviews. Genetics, v. 20, n. 6,
p. 341–355, Jun. 2019.

CIUFFREDA, L.; RODRÍGUEZ-PÉREZ, H.; FLORES, C. Nanopore sequencing and its
application to the study of microbial communities. Computational and structural
biotechnology journal, v. 19, p. 1497–1511, 7 Mar. 2021.

CLARO, I. M. et al. Rapid viral metagenomics using SMART-9N amplification and
nanopore sequencing. Wellcome Open Research, v. 6, p. 241, 2021.

https://sciwheel.com/work/bibliography/16205144
https://sciwheel.com/work/bibliography/16205144
https://sciwheel.com/work/bibliography/16205144
https://sciwheel.com/work/bibliography/15496465
https://sciwheel.com/work/bibliography/15496465
https://sciwheel.com/work/bibliography/4326515
https://sciwheel.com/work/bibliography/4326515
https://sciwheel.com/work/bibliography/4326515
https://sciwheel.com/work/bibliography/16524044
https://sciwheel.com/work/bibliography/16524044
https://sciwheel.com/work/bibliography/16524044
https://sciwheel.com/work/bibliography/14509908
https://sciwheel.com/work/bibliography/14509908
https://sciwheel.com/work/bibliography/10879394
https://sciwheel.com/work/bibliography/10879394
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525598
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525598
https://sciwheel.com/work/bibliography/5861897
https://sciwheel.com/work/bibliography/5861897
https://sciwheel.com/work/bibliography/9422020
https://sciwheel.com/work/bibliography/9422020
https://sciwheel.com/work/bibliography/12123864
https://sciwheel.com/work/bibliography/12123864
https://sciwheel.com/work/bibliography/6741721
https://sciwheel.com/work/bibliography/6741721
https://sciwheel.com/work/bibliography/10652187
https://sciwheel.com/work/bibliography/10652187
https://sciwheel.com/work/bibliography/10652187
https://sciwheel.com/work/bibliography/14793656
https://sciwheel.com/work/bibliography/14793656


39

DA SILVA, G. J.; ALEIXO, A. W.; TUPINAMBÁS, U. Prevalence of HIV-1 transmitted
drug resistance and its impact on the effectiveness of antiretroviral therapy - Minas Gerais
state, Brazil / Prevalência de resistência transmitida do HIV-1 e seu impacto na efetividade da
terapia antirretroviral – Minas Gerais, Brasil. Brazilian Journal of Health Review, v. 5, n. 1,
p. 1044–1059, 17 Jan. 2022.

DAGA, A. P. et al. Escherichia coli Bloodstream Infections in Patients at a University
Hospital: Virulence Factors and Clinical Characteristics. Frontiers in cellular and infection
microbiology, v. 9, p. 191, 6 Jun. 2019.

DENG, Q. et al. Nanopore-based metagenomic sequencing for the rapid and precise detection
of pathogens among immunocompromised cancer patients with suspected infections.
Frontiers in cellular and infection microbiology, v. 12, p. 943859, 20 Sep. 2022.

FINSTERER, J.; HESS, B. Neuromuscular and central nervous system manifestations of
Clostridium perfringens infections. Infection, v. 35, n. 6, p. 396–405, Dec. 2007.

GHURYE, J. S.; CEPEDA-ESPINOZA, V.; POP, M. Metagenomic assembly: overview,
challenges and applications. The Yale journal of biology and medicine, v. 89, n. 3, p.
353–362, 30 Sep. 2016.

GIOVANETTI, M. et al. Emergence of dengue virus serotype 2 cosmopolitan genotype,
brazil. Emerging Infectious Diseases, v. 28, n. 8, p. 1725–1727, Aug. 2022.

GUO, J. et al. VirSorter2: a multi-classifier, expert-guided approach to detect diverse DNA
and RNA viruses. Microbiome, v. 9, n. 1, p. 37, 1 Feb. 2021.

HERCIK, C. et al. A diagnostic and epidemiologic investigation of acute febrile illness (AFI)
in Kilombero, Tanzania. Plos One, v. 12, n. 12, p. e0189712, 29 Dec. 2017.

IROH TAM, P.-Y.; OBARO, S. K.; STORCH, G. Challenges in the Etiology and Diagnosis of
Acute Febrile Illness in Children in Low- and Middle-Income Countries. Journal of the
Pediatric Infectious Diseases Society, v. 5, n. 2, p. 190–205, Jun. 2016.

JUNQUEIRA, D. M.; ALMEIDA, S. E. DE M. HIV-1 subtype B: Traces of a pandemic.
Virology, v. 495, p. 173–184, Aug. 2016.

KALANTAR, K. L. et al. IDseq-An open source cloud-based pipeline and analysis service
for metagenomic pathogen detection and monitoring. GigaScience, v. 9, n. 10, 15 Oct. 2020.

KAPER, J. B.; NATARO, J. P.; MOBLEY, H. L. Pathogenic Escherichia coli. Nature
Reviews Microbiology, v. 2, n. 2, p. 123–140, Feb. 2004.

https://sciwheel.com/work/bibliography/16525584
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525584
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525584
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525584
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525584
https://sciwheel.com/work/bibliography/11623193
https://sciwheel.com/work/bibliography/11623193
https://sciwheel.com/work/bibliography/11623193
https://sciwheel.com/work/bibliography/13980783
https://sciwheel.com/work/bibliography/13980783
https://sciwheel.com/work/bibliography/13980783
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525597
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525597
https://sciwheel.com/work/bibliography/3267539
https://sciwheel.com/work/bibliography/3267539
https://sciwheel.com/work/bibliography/3267539
https://sciwheel.com/work/bibliography/13766776
https://sciwheel.com/work/bibliography/13766776
https://sciwheel.com/work/bibliography/10433569
https://sciwheel.com/work/bibliography/10433569
https://sciwheel.com/work/bibliography/9897874
https://sciwheel.com/work/bibliography/9897874
https://sciwheel.com/work/bibliography/7746630
https://sciwheel.com/work/bibliography/7746630
https://sciwheel.com/work/bibliography/7746630
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525583
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525583
https://sciwheel.com/work/bibliography/10724519
https://sciwheel.com/work/bibliography/10724519
https://sciwheel.com/work/bibliography/177873
https://sciwheel.com/work/bibliography/177873


40

KATOH, K. et al. MAFFT: A novel method for rapid multiple sequence alignment based on
fast Fourier transform. Nucleic Acids Research, v. 30, n. 14, p. 3059–3066, 15 Jul. 2002.

KIGOZI, B. K. et al. Investigating the etiology of acute febrile illness: a prospective
clinic-based study in Uganda. BMC Infectious Diseases, v. 23, n. 1, p. 411, 16 Jun. 2023.

KOLMOGOROV, M. et al. Assembly of long, error-prone reads using repeat graphs. Nature
Biotechnology, v. 37, n. 5, p. 540–546, May 2019.

KOLMOGOROV, M. et al. metaFlye: scalable long-read metagenome assembly using repeat
graphs. Nature Methods, v. 17, n. 11, p. 1103–1110, Nov. 2020.

KOREN, S. et al. Canu: scalable and accurate long-read assembly via adaptive k-mer
weighting and repeat separation. Genome Research, v. 27, n. 5, p. 722–736, May 2017.

KRZYŚCIAK, W. et al. The pathogenicity of the Streptococcus genus. European Journal of
Clinical Microbiology & Infectious Diseases, v. 32, n. 11, p. 1361–1376, Nov. 2013.

KULKARNI, R.; PUJARI, S.; GUPTA, D. Neurological manifestations of dengue fever.
Annals of Indian Academy of Neurology, v. 24, n. 5, p. 693–702, 28 May 2021.

LARSSON, A. AliView: a fast and lightweight alignment viewer and editor for large
datasets. Bioinformatics, v. 30, n. 22, p. 3276–3278, 15 Nov. 2014.

LATORRE-PÉREZ, A. et al. Assembly methods for nanopore-based metagenomic
sequencing: a comparative study. Scientific Reports, v. 10, n. 1, p. 13588, 12 Aug. 2020.

LI, H. Minimap2: pairwise alignment for nucleotide sequences. Bioinformatics, v. 34, n. 18,
p. 3094–3100, 15 Sep. 2018.

MINH, B. Q. et al. IQ-TREE 2: New models and efficient methods for phylogenetic
inference in the genomic era. Molecular Biology and Evolution, v. 37, n. 5, p. 1530–1534, 1
May 2020.

MOREIRA, J. et al. Epidemiology of acute febrile illness in Latin America. Clinical
Microbiology and Infection, v. 24, n. 8, p. 827–835, Aug. 2018.

NAYFACH, S.; CAMARGO, A. P.; et al. CheckV assesses the quality and completeness of
metagenome-assembled viral genomes. Nature Biotechnology, v. 39, n. 5, p. 578–585, May
2021.

NAYFACH, S.; PÁEZ-ESPINO, D.; et al. Metagenomic compendium of 189,680 DNA
viruses from the human gut microbiome. Nature Microbiology, v. 6, n. 7, p. 960–970, Jul.
2021.

https://sciwheel.com/work/bibliography/326539
https://sciwheel.com/work/bibliography/326539
https://sciwheel.com/work/bibliography/16211076
https://sciwheel.com/work/bibliography/16211076
https://sciwheel.com/work/bibliography/6744810
https://sciwheel.com/work/bibliography/6744810
https://sciwheel.com/work/bibliography/6744810
https://sciwheel.com/work/bibliography/9939904
https://sciwheel.com/work/bibliography/9939904
https://sciwheel.com/work/bibliography/3748382
https://sciwheel.com/work/bibliography/3748382
https://sciwheel.com/work/bibliography/6832602
https://sciwheel.com/work/bibliography/6832602
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525603
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525603
https://sciwheel.com/work/bibliography/807097
https://sciwheel.com/work/bibliography/807097
https://sciwheel.com/work/bibliography/9507426
https://sciwheel.com/work/bibliography/9507426
https://sciwheel.com/work/bibliography/5243528
https://sciwheel.com/work/bibliography/5243528
https://sciwheel.com/work/bibliography/8188277
https://sciwheel.com/work/bibliography/8188277
https://sciwheel.com/work/bibliography/8188277
https://sciwheel.com/work/bibliography/8320520
https://sciwheel.com/work/bibliography/8320520
https://sciwheel.com/work/bibliography/10915180
https://sciwheel.com/work/bibliography/10915180
https://sciwheel.com/work/bibliography/10915180
https://sciwheel.com/work/bibliography/11288609
https://sciwheel.com/work/bibliography/11288609
https://sciwheel.com/work/bibliography/11288609


41

NISSEN, J. N. et al. Improved metagenome binning and assembly using deep variational
autoencoders. Nature Biotechnology, v. 39, n. 5, p. 555–560, May 2021.

NOOIJ, S. et al. Overview of virus metagenomic classification methods and their biological
applications. Frontiers in Microbiology, v. 9, p. 749, 23 Apr. 2018.

OLIVEIRA, L. S.; GRUBER, A. Rational design of profile hidden markov models for viral
classification and discovery. In: HELDER I., N. (Ed.). . Bioinformatics. Brisbane (AU):
Exon Publications, 2021.

RAMBAUT, A. FigTree v1.4.4. Disponivel em: http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/.
Acesso em 28-12-2023

RAUSCH, P. et al. Comparative analysis of amplicon and metagenomic sequencing methods
reveals key features in the evolution of animal metaorganisms. Microbiome, v. 7, n. 1, p.
133, 14 Sep. 2019.

SCHUPPNER, R. et al. Neurological Sequelae in Adults After E coli O104: H4
Infection-Induced Hemolytic-Uremic Syndrome. Medicine, v. 95, n. 6, p. e2337, Feb. 2016.

SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DE MINAS GERAIS. Epidemia de Arboviroses.
Disponível em:
<https://www.saude.mg.gov.br/component/gmg/story/18774-epidemia-arboviroses>. Acesso
em: 11 apr. 2024.

SHAFFER, M. et al. DRAM for distilling microbial metabolism to automate the curation of
microbiome function. Nucleic Acids Research, v. 48, n. 16, p. 8883–8900, 18 Sep. 2020.

SOEDARMONO, P. et al. The characteristics of bacteremia among patients with acute febrile
illness requiring hospitalization in Indonesia. Plos One, v. 17, n. 9, p. e0273414, 8 Sep. 2022.

SOUZA, U. J. B. DE et al. Circulation of Dengue Virus Serotype 1 Genotype V and Dengue
Virus Serotype 2 Genotype III in Tocantins State, Northern Brazil, 2021-2022. Viruses, v. 15,
n. 11, 24 Oct. 2023.

TARAMASSO, L. et al. Bloodstream infections in patients living with HIV in the modern
cART era. Scientific Reports, v. 9, n. 1, p. 5418, 1 Apr. 2019.

TRIVEDI, S.; CHAKRAVARTY, A. Neurological complications of dengue fever. Current
Neurology and Neuroscience Reports, v. 22, n. 8, p. 515–529, Aug. 2022.

VILSKER, M. et al. Genome Detective: an automated system for virus identification from
high-throughput sequencing data. Bioinformatics, v. 35, n. 5, p. 871–873, 1 Mar. 2019.

https://sciwheel.com/work/bibliography/10262611
https://sciwheel.com/work/bibliography/10262611
https://sciwheel.com/work/bibliography/5431846
https://sciwheel.com/work/bibliography/5431846
https://sciwheel.com/work/bibliography/16524136
https://sciwheel.com/work/bibliography/16524136
https://sciwheel.com/work/bibliography/16524136
https://sciwheel.com/work/bibliography/15390849
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
https://sciwheel.com/work/bibliography/7479622
https://sciwheel.com/work/bibliography/7479622
https://sciwheel.com/work/bibliography/7479622
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525562
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525562
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525606
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525606
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525606
https://sciwheel.com/work/bibliography/16525606
https://sciwheel.com/work/bibliography/9417978
https://sciwheel.com/work/bibliography/9417978
https://sciwheel.com/work/bibliography/16519152
https://sciwheel.com/work/bibliography/16519152
https://sciwheel.com/work/bibliography/15782183
https://sciwheel.com/work/bibliography/15782183
https://sciwheel.com/work/bibliography/15782183
https://sciwheel.com/work/bibliography/15763788
https://sciwheel.com/work/bibliography/15763788
https://sciwheel.com/work/bibliography/14554453
https://sciwheel.com/work/bibliography/14554453
https://sciwheel.com/work/bibliography/5664668
https://sciwheel.com/work/bibliography/5664668


42

WICK, R. R.; JUDD, L. M.; HOLT, K. E. Performance of neural network basecalling tools
for Oxford Nanopore sequencing. Genome Biology, v. 20, n. 1, p. 129, 24 Jun. 2019.

WOOD, D. E.; LU, J.; LANGMEAD, B. Improved metagenomic analysis with Kraken 2.
Genome Biology, v. 20, n. 1, p. 257, 28 Nov. 2019.

WOUK, J. et al. Viral infections and their relationship to neurological disorders. Archives of
Virology, v. 166, n. 3, p. 733–753, Mar. 2021.

YU, Y. et al. Review of human pegivirus: Prevalence, transmission, pathogenesis, and
clinical implication. Virulence, v. 13, n. 1, p. 324–341, Dec. 2022.

https://sciwheel.com/work/bibliography/7226563
https://sciwheel.com/work/bibliography/7226563
https://sciwheel.com/work/bibliography/8120680
https://sciwheel.com/work/bibliography/8120680
https://sciwheel.com/work/bibliography/10524888
https://sciwheel.com/work/bibliography/10524888
https://sciwheel.com/work/bibliography/13731067
https://sciwheel.com/work/bibliography/13731067


43

APÊNDICES

Genomas utilizados para a construção das árvores filogenéticas

Tabela 3. Código do GenBank e a linhagem de cada genoma utilizado para a construção das
árvores filogenéticas.

HIV HPgV DENV-2
Código LInhagem Código LInhagem Código LInhagem

KT276260.F1 F1 AB003290.1 Genotype 3 MT929639.1 Genotype_III

KT276257.F1 F1 AB003289.1 Genotype 2A MT929620.1 Genotype_III

KY989957.F1 F1 AB003291.1 Genotype 6 MT929624.1 Genotype_III

KY514084.F1 F1 AB003292.1 Genotype 4 MT929615.1 Genotype_III

KY989955.F1 F1 AB003293.1 Genotype 3 MT929635.1 Genotype_III

KY514085.F1 F1 AB008335.1 Genotype 3 MT929610.1 Genotype_III

KT427774.F1 F1 AB008336.1 Genotype 6 MT929630.1 Genotype_III

KT427814.F1 F1 AB008342.1 Genotype 3 MT929631.1 Genotype_III

MK041565.F1 F1 AB013500.1 Genotype 1 MT929638.1 Genotype_III

MK177827.F1 F1 AB018667.1 Genotype 4 MT929640.1 Genotype_III

KU749420.F2 F2 AB021287.1 Genotype 4 MT929629.1 Genotype_III

MN153485.F2 F2 AF006500.1 Genotype 3 MT929586.1 Genotype_III

KU749422.F2 F2 AF031827.1 Genotype 2A MT929643.1 Genotype_III

MT349417.F2 F2 AF031828.1 Genotype 2A MT929628.1 Genotype_III

JX140673.F2 F2 AF031829.1 Genotype 2A MT929633.1 Genotype_III

MH705144.F2 F2 AF081782.1 Genotype 2A MN589883.1 Genotype_III

MN153483.F2 F2 AF104403.1 Genotype 2A HQ012537.1 Genotype_III

JX140672.F2 F2 AF121950.1 Genotype 2A MN589884.1 Genotype_III

KX228809.F2 F2 AF309966.1 Genotype 2A MN589880.1 Genotype_III

MK086131.F2 F2 AX338086.1 Genotype 2A JX669487.1 Genotype_III

AJ249235.K K AY196904.1 Genotype 2A JX669488.1 Genotype_III

AJ249239.K K AY949771.1 Genotype 5 OR389017.1 Genotype_III

MG571988.B B D87255.1 Genotype 2A OK605761.1 Genotype_III

MG571987.B B D87262.1 Genotype 3 HQ012535.1 Genotype_III

MG571991.B B D87263.1 Genotype 3 MN589882.1 Genotype_III

MG572010.B B D87709.1 Genotype 3 HQ012538.1 Genotype_III

MG571982.B B D87710.1 Genotype 3 OR389306.1 Genotype_III

MG571981.B B D87711.1 Genotype 3 HQ012534.1 Genotype_III

MG571999.B B D87712.1 Genotype 3 OR389305.1 Genotype_III

sample sample D87713.1 Genotype 3 HQ012533.1 Genotype_III

MG571983.B B D87714.1 Genotype 3 OP599720.1 Genotype_II

MG572002.B B D87715.1 Genotype 3 OP599699.1 Genotype_II

MK041586.B B D90600.1 Genotype 2A OR025669.1 Genotype_II

OQ686013.D D D90601.1 Genotype 3 OR025670.1 Genotype_II

OQ686012.D D HQ331171.1 Genotype 4 OR138998.1 Genotype_II

OQ686008.D D HQ331192.1 Genotype 7 OP599710.1 Genotype_II

MW006081.D D HQ331209.1 Genotype 7 OM744143.1 Genotype_II

MF109710.D D HQ331210.1 Genotype 7 Sample_45 Sample

MF109689.D D HQ331233.1 Genotype 7 OQ622206.1 Genotype_II

MF109713.D D HQ331234.1 Genotype 7 OQ511274.1 Genotype_II
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MF109532.D D HQ331235.1 Genotype 7 OP599661.1 Genotype_II

KJ787684.D D JN127373.1 Genotype 2B OP599708.1 Genotype_II

KJ787683.D D KC618398.1 Genotype 5 OP599709.1 Genotype_II

MW262775.C C KC618399.1 Genotype 5 OP599724.1 Genotype_II

MW262771.C C KC618400.1 Genotype 5 OP599733.1 Genotype_II

MW262772.C C KC618401.1 Genotype 5 OP599746.1 Genotype_II

MW262774.C C KP710598.1 Genotype 1 OP599729.1 Genotype_II

OR736070.C C KP710599.1 Genotype 1 OP599726.1 Genotype_II

OR736069.C C KP710600.1 Genotype 5 OP599727.1 Genotype_II

MK041564.C C KP710601.1 Genotype 1 OP599742.1 Genotype_II

MK041561.C C KP710602.1 Genotype 1 OP599747.1 Genotype_II

MK041563.C C KP710603.1 Genotype 5 JQ686088.2 Genotype_I

MK041550.C C KP710604.1 Genotype 1

AF286236.L L KP710605.1 Genotype 5

AF457101.L L KP710606.1 Genotype 5

MN271384.L L MH053115.1 Genotype 2A

AF190127.H H MH053119.1 Genotype 2A

KY392777.H H MH053120.1 Genotype 2A

FJ711703.H H MH053121.1 Genotype 2A

KU168279.H H MH179063.1 Genotype 2A

AF005496.H H MK234885.1 Genotype 2B

AF190128.H H MK684252.1 Genotype 2A

KY392778.H H MN215897.1 Genotype 2A

KY392779.H H MN215898.1 Genotype 2A

MN486046.H H MN215900.1 Genotype 2A

KU168273.H H MN215901.1 Genotype 2B

KT276261.G G MN215902.1 Genotype 2A

MK254639.G G MN215903.1 Genotype 2A

OQ121873.G G MN215906.1 Genotype 2B

KY275364.G G MN215907.1 Genotype 2A

MF109598.G G MN215908.1 Genotype 2A

MF109568.G G MN215909.1 Genotype 2B

MK254637.G G MN215910.1 Genotype 2B

OQ121858.G G MN215911.1 Genotype 2B

OQ121909.G G MN551061.1 Genotype 1

KU685592.G G MN551062.1 Genotype 5

JQ403028.A A MN551063.1 Genotype 2A

MH705157.A A MN551064.1 Genotype 1

DQ396400.A A MN551065.1 Genotype 2A

AF082394.J J MW526240.1 Genotype 2B

AF082395.J J NC_001710.1 Genotype 2A

KU168280.J J U36380.1 Genotype 5

GU237072.J J U44402.1 Genotype 2A

KU310620.J J U45966.1 Genotype 2A

EF614151.J J U63715.1 Genotype 2B

KY392776.J J U75356.1 Genotype 2A
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DQ017382.N N U94695.1 Genotype 2A

DQ017383.N N
sample_35_HEM_2

022 Sample

AY532635.N N

AJ271370.N N

MF767262.N N

GQ324958.N N

AJ006022.N N

JN572926.N N

GQ324959.N N

KY498771.N N

KU168283.O O

MH705149.O O

MH705148.O O

JX245015.O O

MH705150.O O

JN571034.O O

JX245014.O O

KU168292.O O

KU168298.O O

KY112585.O O

GU111555.P P

KY953207.P P

GQ328744.P P

HQ179987.P P

JA446000.P P
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Artigo publicado

Os resultados da análise com o protocolo SMART-9N já foram publicados em artigo

científico. Segue o artigo abaixo.
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Outros artigos publicados

Além dos resultados da atual dissertação, outros artigos foram publicados com

contribuições 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 análises filodinâmicas e

epidemiológicas para revelar um novo clado de genótipo V de DENV-1 e a persistência de

circulação do genótipo III do DENV-2 no Nordeste Brasileiro.



59

O artigo intitulado “Global SARS-CoV-2 genomic surveillance: What we have

learned (so far)” buscou analisar o panorama global da circulação e evolução genômica do

SARS-CoV-2.
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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 dinâmica de

transmissão de arbovírus no Rio de Janeiro, identificando padrões de propagação da doença.
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