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RESUMO

Introducdo: As infec¢bes do sistema nervoso sdo um desafio para a neurologia clinica, pois o
diagndstico tardio pode contribuir para a incapacitacéo e, as vezes, ao 6bito. Considerando que
grande parte do diagndstico permanece sem identificagdo do agente infeccioso, novas
tecnologias sdo desenvolvidas para contribuir com o diagnostico. Objetivo: Este estudo tem
como objetivo principal identificar a diversidade microbiana utilizando metagenémica em
amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com suspeita de neuroinfeccéo.
Métodos: Trata-se de um estudo observacional, descritivo e retrospectivo, que analisou
amostras de LCR de casos confirmados e suspeitos para infec¢fes virais e bacterianas. O
sequenciamento foi realizado na plataforma Illumina MiSeq System baseada na ligacdo de
fragmentos de DNA em beads magnéticas, e retornou um total de 15.696.300 reads com
informagdes de cinco amostras de LCR. Todos os dados gerados foram baixados, validados e
analisados quanto a qualidade para verificar a perda sobre cada leitura. Além disso, para
melhorar a qualidade dos reads, os adaptadores, sequéncias de baixa qualidade e cerca de 10
nucleotideos nas extremidades da fita de DNA foram cortados. Os pipelines DRAGEN
metagenomics e KRAKEN2 foram utilizados para a classificagdo taxondmica das reads.
Resultados: A andlise de qualidade das reads com q score > 30 foi de 86,10%, dos quais em
15,3% foi possivel classificar 167 espécies de microrganismos nas amostras selecionadas.
Cerca de 1.399.082 reads foram alinhadas ao genoma do hospedeiro. No entanto, a analise
mostrou predominancia do filo Proteobacteria (9,9%), Firmicutes (2,59%) e Actinobacteria
(0,29%). Dentre as 17 amostras selecionadas, apenas em 5 (29,4%) foi possivel realizar a
analise metagendmica. Em 3/4 (75%) das amostras com identificacdo etioldgica o resultado do
NGS corroborou com o achado pelos métodos convencionais. Na amostra sem identificacdo
etiologica, houve identificacdo de espécies dos géneros Staphylococcus, Streptococcus e
Burkholderia, onde o complexo B. cepacia foi considerado o possivel patdgeno causador da
mastoidite e meningite. Conclusdo: O uso do mMNGS associado a outros testes para detecgdo
de microrganismos no LCR é importante para identificacdo destes patégenos no LCR. Dessa
maneira, esse estudo pode gerar pesquisas futuras que permitam explorar as reads obtidas para
cada amostra, sobretudo aquelas que néo tiveram hits com nenhum grupo taxonémico, de forma

a aumentar ainda mais a sensibilidade do teste.

Palavras-chave: sequenciamento de alto rendimento, metagendmica, liquido

cefalorraquidiano, meningite bacteriana, encefalite viral.



ABSTRACT

Background: Nervous system infections are a challenge for clinical neurology, as late
diagnosis can contribute to disability and, sometimes, death. Considering that much of the
diagnosis remains without identification of the infectious agent, new technologies have been
developed to contribute to the diagnosis. Objective: This study's main objective is to identify
microbial diversity using metagenomics in cerebrospinal fluid (CSF) samples from patients
with suspected neuroinfection. Methods: This is an observational, descriptive and retrospective
study, which analyzed CSF samples from confirmed and suspected cases of viral and bacterial
infections. Sequencing was performed on the Illumina MiSeq System platform based on the
ligation of DNA fragments onto magnetic beads, and returned a total of 15,696,300 reads with
information from five CSF samples. All data generated was downloaded, validated and
analyzed for quality to check loss on each read. Furthermore, to improve the quality of the
reads, adapters, low-quality sequences and about 10 nucleotides at the ends of the DNA strand
were cut. The DRAGEN metagenomics and KRAKENZ2 pipelines were used for the taxonomic
classification of the reads. Results: The quality analysis of reads with q score > 30 was 86.10%,
of which in 15.3% it was possible to classify 167 species of microorganisms in the selected
samples. About 1,399,082 reads were aligned to the host genome. However, the analysis
showed a predominance of the phylum Proteobacteria (9.9%), Firmicutes (2.59%) and
Actinobacteria (0.29%). Among the 17 samples selected, only 5 (29.4%) were able to perform
metagenomic analysis. In 3/4 (75%) of the samples with etiological identification, the NGS
result corroborated the findings using conventional methods. In the sample without etiological
identification, species of the genera Staphylococcus, Streptococcus and Burkholderia were
identified, where the B. cepacia complex was considered the possible pathogen causing the
mastoiditis and meningitis. Conclusion: The use of mMNGS associated with other tests to detect
microorganisms in CSF is important for identifying these pathogens in CSF. In this way, this
study can generate future research that allows the exploration of the reads obtained for each
sample, especially those that did not have hits with any taxonomic group, in order to further
increase the sensitivity of the test.

Keywords: high-throughput sequencing, metagenomics, cerebrospinal fluid, bacterial

meningitis, viral encephalitis.
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O sistema nervoso humano é responsavel por coordenar varias fun¢des do organismo,
como o processamento de informacgdes, controle de comportamentos, percepgdes sensoriais,
entre outros. Ele pode ser dividido em central, periférico e somatico, sendo que o sistema
nervoso central (SNC) é o principal, pois recebe e processa as informacdes para gerar impulsos
aos 6rgdos efetores. Os principais 6rgdos do SNC sdo o encéfalo e a medula espinhal, que estdo
recobertos por trés meninges que os protegem, e sdo denominadas pia-mater, dura-mater e
aracnoide (BORON, 2015).

Entre as camadas aracnoide e pia-mater esta localizado o espaco subaracnoide, onde
circula o liquido cefalorraquidiano (LCR). Ele serve como um fluido protetor para o cérebro e
medula espinhal, evitando que ocorra choques mecanicos e reduzindo o real peso do cérebro,
uma vez que este fica flutuando no LCR. A producédo do LCR ocorre principalmente nos plexos
coroides dos ventriculos laterais, de onde é distribuido para os demais ventriculos. O LCR é um
fluido claro, incolor, asséptico e composto de baixa concentracdo de proteinas e glicose, sendo
rico principalmente de ions sédio (Na*), cloreto (CI") e bicarbonato (HCOs) (BOLODEOKU
etal., 1997; THOMPSON, 1995).

Qualquer alteragdo que ocorra na producdo, composic¢ao ou fluxo do LCR, gera uma
série de sinais e sintomas neuroldgicos. Essas alteracdes sdo comuns nas infeccdes do SNC e
podem ser causadas por diversos patdgenos como bactérias, fungos e virus. Dentre elas, a
meningite se destaca por causar uma inflamacdo nas meninges, com sintomas caracteristicos
como febre, rigidez de nuca, cefaleia, fotofobia e alteracdo do estado mental. A meningite
bacteriana (MB) é importante causa de morbimortalidade em aproximadamente 13-27% dos
casos, por isso requer avaliacdo e tratamento rapidos. Em comparacdo com a MB, a meningite
viral (MV) tem sua letalidade mais baixa, onde apenas 4,5% dos casos evoluem ao pior
progndstico. (BENNINGER; STEINER, 2020; POPLIN, et al. 2020; WRIGHT; LAI;
SINCLAIR, 2012).

Dentre as principais bactérias causadoras de MB estdo as espécies de Neisseria
meningitidis, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae b. Com a implantagéo da
vacinacdo contra esses agentes gerou uma mudanca na epidemiologia das MB nas décadas
passadas. Como consequéncia, outras bactérias emergiram, sobretudo nos casos de meningites
nosocomiais, que incluem bactérias Gram-negativas como Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Pseudomonas aeruginosa, entre outras. A maioria dos casos de MV sdo causadas por
enterovirus e herpesvirus, e em algumas partes do mundo por arbovirus. (MACE, 2008;
MCGILL, et al. 2017).
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A andlise do LCR é uma ferramenta poderosa para o diagnostico das infecgdes do
SNC. Atualmente, estd bem descrito a dosagem de marcadores bioquimicos do LCR para o
diagnostico destas infeccdes, como dosagens de proteinas, glicose e lactato. Além disso,
técnicas de coloracéo e cultura detectam as espécies bacterianas presentes no fluido, permitindo
0 direcionamento da antibioticoterapia. Porém, em alguns casos, 0 uso prévio de
antimicrobianos, pode levar a inibi¢do do crescimento ou ndo deteccdo do microrganismo em

meios de cultura convencionais ou diagndstico molecular. (COMAR, et al. 2009).

Para isso, novas metodologias tém surgido com o objetivo de melhorar a identificagéo
etiologica das infecgdes no sistema nervoso. O sequenciamento metagendmico de nova geragao
(mMNGS, Metagenomics New Generation Sequencing) € uma ferramenta com potencial para a
deteccdo de DNA e RNA de patégenos causadores de infeccdes do SNC, uma vez que o LCR
é uma amostra livre de contaminagdo. Um estudo recente avaliou a performance do mNGS no
LCR de pacientes com suspeita de infecgdo, e 37,8% dos casos foram verdadeiramente
positivos para diversos agentes infecciosos (GU et al., 2022; RAMACHANDRAN; WILSON,
2020).

A Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) é um
centro especializado no tratamento de doencas tropicais e infecciosas, e conta com um
laboratdrio referéncia no diagndstico de meningites, encefalites e meningoencefalites
bacterianas e virais. Desta forma, este estudo prop&e uma estratégia de vigilancia laboratorial
utilizando o mNGS, para identificar patégenos causadores de infec¢do do sistema nervoso, nos

casos em qgue a etiologia permanece sem identificacao.
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2.1.0 SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O sistema nervoso humano é responsavel por vérias fun¢es no organismo de acordo
com as suas subdivisdes. Mesmo que todos 0s componentes atuem em conjunto para um bom
funcionamento do corpo, para simplificar o entendimento desse sistema, ele foi dividido em
sistema nervoso central (SNC), periférico (SNP) e autbnomo (SNA) (BORON, 2015).

O encéfalo € o principal 6rgdo do SNC, pois é ele quem controla pensamentos,
comportamentos, percepc¢des sensoriais, entre outros. Aléem do encéfalo, o SNC é composto
pela medula espinhal, a qual é recoberta por trés membranas, denominadas leptomeninges.
Essas membranas estdo localizadas em trés por¢des, onde a mais interna € denominada pia-
mater, a mais externa dura-mater, e a intermediaria é a aracnoide. Sdo elas que ligam o
parénquima do SNC ao cranio e a medula espinhal. (BORON, 2015; DASGUPTA & JEONG,
2019).

O desenvolvimento das leptomeninges inicia ainda na vida embrionaria. A sua
formacdo comeca no 22-24° dia do estdgio de desenvolvimento, onde as dobras neurais
comecam a se fundir e criar uma estrutura semelhante a um tubo, que posteriormente sera
chamada tubo neural. As meninges comegam a surgir no 40° dia de gestag&o, a partir de uma
camada fina interna chamada ectomesenquimal, que forma a endomeninge (ENGELHARDT;
SOROKIN, 2009).

2.2.BARREIRAS NEURAIS

O SNC é hermeticamente fechado do meio sanguineo por duas barreiras principais: a
barreira hematoencefalica (BHE) e a barreira hematoliquérica (BHL). As barreiras neurais
foram descobertas por Paul Erlich (1880), em um experimento onde aplicou um corante no
sistema vascular e observou que ele rapidamente se espalhou pelos érgéos, exceto pelo cérebro
e medula espinhal. Erlich observou que corantes acidos quando injetados na circulacdo
sistémica sdo capazes de corar 6rgaos periféricos do corpo. Porém, ele ndo supds a existéncia
de uma barreira, mas sim de que o SNC néo possui receptores de drogas expressos nos tecidos
periféricos que podiam se ligar ao corante (PARDRIDGE, 2016; SAUNDERS et al., 2014).

Em 1913, Goldmann realizou um experimento com corante azul trypan aplicando-o
no liquido cefalorraquidiano (LCR) e observou que somente o tecido nervoso absorvia o
corante. Os seus achados foram confirmados anos depois através de microscopia eletrénica e
ressonancia magnética. Posteriormente, outros estudos foram realizados com agente

neurotoxicos aplicados no cérebro e no sistema vascular, onde foi verificado que a droga s6
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afetava a funcdo cerebral quando aplicada diretamente no cérebro. A partir de entdo, foi
entendido que a BHE e BHL sdo importantes para manter o ambiente cerebral protegido da
circulacéo sisttmica. (ENGELHARDT; SOROKIN, 2009; TUMANI; HUSS; BACHHUBER,
2017).

2.2.1. BARREIRA HEMATOENCEFALICA

A BHE ndo é apenas uma barreira anatdmica, ela também funciona como um tecido
dindmico que expressa moléculas transportadoras, receptoras e enzimas. A BHE esté localizada
ao nivel das células endoteliais do plexo coroide, e compreende uma estrutura superficial de
aproximadamente 12-18m? em adultos. Sua principal fungdo é separar o cérebro da circulagio
sanguinea, mantendo a homeostase cerebral (PARDRIDGE, 2016; REDZIC, 2011).

A BHE é formada principalmente pelas células endoteliais dos capilares cerebrais,
lamina basal, pericitos, camada perivascular de terminacao de astrocitos, células de interacdo
da microglia e neurdnios, que sdo chamadas de unidade neurovascular. A BHE impede que
substancias do sangue cheguem ao cérebro, com excecdo de algumas pequenas moléculas
lipofilicas que sdo transportadas por transporte ativo para o cérebro (PARDRIDGE, 2016;
TUMANI; HUSS; BACHHUBER, 2017).

2.2.2. BARREIRA HEMATOLIQUORICA

A BHL é a barreira que separa a circulacdo sanguinea do espa¢o que comporta o LCR.
A BHL e composta principalmente de uma monocamada de células epiteliais do plexo coroide,
que separa as substancias produzidas no sangue daquelas produzidas no LCR. Ela difere da
BHE em sua morfologia e fisiologia, uma vez que a BHL é selada por juncdes estreitas entre as
células epiteliais do plexo coroide nos quatro ventriculos cerebrais e pelo epitélio subaracnoide
voltado para o LCR nas é&reas intracranianas e espinhais. O principal mecanismo de
transferéncia na BHL ocorre através de transporte ativo mediado por carreadores ou receptores,
ou por transporte passivo de compostos hidrofilicos (TUMANI; HUSS; BACHHUBER, 2017;
UENO et al., 2016).

Como as células endoteliais fenestradas dos capilares no plexo coroide sdo permeaveis
as substancias produzidas no sangue, a BHL no epitélio do plexo coroide tem uma importante
fungéo no controle da entrada de substancias para o LCR. Além disso, estudos recentes tém
reportado que as juncdes entre as celulas ependimais ao redor dos ventriculos sdo abertas e que

a membrana pia-mater é conhecida por ser um tecido solto com comunicagdes ou fenestracdes,
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que permite o fluxo através dos fluidos (MACAULAY; KEEP; ZEUTHEN, 2022; UENO et
al., 2016).

2.3.0 LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO

A primeira descricéo clara do LCR foi feita em 1764, por Domenico Contugno (1736-
1822), que observou a continuidade entre o cérebro e os fluidos espinhais. Esse momento pode
ser considerado o inicio do entendimento da fisiologia do LCR, apesar de que essa observacgédo
permaneceu obscura por muitos anos e foi redescoberta 60 anos depois por Francois Magendie
(1783-1855). Ele observou a presenga normal do LCR no cérebro e nos ventriculos, em 1825 e
1827, respectivamente (BOLODEOKU et al., 1997; SAKKA; COLL; CHAZAL, 2011).

O LCR é um fluido transcelular, que preenche o espaco intracerebral ou
intraventricular em até 20%, e extra cerebral ou subaracnoideo em 80%, e é originado do plasma
através da ultrafiltracdo e do plexo coroide por secre¢do ativa nos ventriculos (Fig. 1). O LCR
flui através das cisternas e espaco subaracnoide, e finalmente drena através da vilosidade
aracnoide para o sangue venoso. Em condi¢Ges normais, o volume de LCR produzido em
adultos é cerca de 150-160mL., dos quais 20% estdo depositados nos ventriculos (ADAM et al.,
2001; THOMPSON, 1995).

E estimado que em torno de 80-90% do LCR é secretado pelo plexo coroide, uma
estrutura altamente vascularizada de células epiteliais localizada nos ventriculos cerebrais.
Apos a producédo no plexo coroide, o LCR circula pelos sistemas ventriculares do cérebro. O
fluxo inicia nos ventriculos laterais, e migra para o terceiro ventriculo via forame de Monro. A
partir de entdo, o fluxo continua através do aqueduto cerebral de Sylvius para o quarto
ventriculo e para o espago subaracnoOideo através das aberturas de Magendie e Luschka
(BOTHWELL; JANIGRO; PATABENDIGE, 2019; YAMADA, 2021).

Além de produzir o LCR, os plexos coroides também tem a funcdo de transportar
moléculas pequenas entre o sangue e o LCR. Esse mecanismo é mediado por transportadores
em um processo dependente de sodio, e essa rota é importante para o tratamento de tumores
cerebrais, onde as drogas séo desenhadas com base nessa permeabilidade dos plexos coroides.
Além disso, o LCR circula a partir do plexo coroide, em uma taxa de aproximadamente 25ml/h.
Esse fluxo movimenta o LCR recém produzido e o remanescente, removendo assim produtos
residuais do cérebro (SEGAL, 2000; WRIGHT; LAI; SINCLAIR, 2012).
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Figura 1: Locais de producdo, secrecdo e circulacdo do liquido cefalorraquidiano.
Fonte: Adaptado de Tumani H, et al. 2018.

As células epiteliais em torno dos capilares sdo quem compdem a BHL, a qual controla
seletivamente o movimento dos solutos e &gua para regular a composicdo do LCR. Para a
manutencdo deste volume, a secrecdo e drenagem do LCR tem que ser igual. Desequilibrios
podem produzir um aumento no contetdo total do fluido do cérebro e, consequentemente,
causar aumento na pressdo intracraniana. Acreditava-se que o LCR fluia conforme a pulsacéo
do plexo coroide, porém estudos posteriores relataram que o fluxo do LCR ocorre com a
frequéncia respiratéria, e em menor grau, a cardiaca. Isso permite correlacionar o fluxo
bidirecional do LCR durante a inspiracdo e expiracio (BOTHWELL; JANIGRO;
PATABENDIGE, 2019; THOMPSON, 1995).

A préxima etapa de fluxo do LCR é a passagem do espaco subaracnoideo para a
circulacéo sistémica. O LCR é drenado para a circulacdo venosa principalmente pelo tecido de
granulacdo aracnoide. Cada vilosidade deste tecido permite o fluxo unidirecional do LCR para
0 sangue, através da acdo de uma valvula. A homeostase do LCR é importante tanto no
individuo saudavel quanto no doente. (BOTHWELL; JANIGRO; PATABENDIGE, 2019;
YAMADA et al., 2013).

Algumas condi¢fes patoldgicas como derrame ou lesdo cerebral podem levar a um
aumento na pressdo intracraniana (PIC), que se ndo tratada pode causar hernia¢do ou até mesmo
a morte. A PIC é influenciada pela pressao liquorica e sanguinea, e como o tecido cerebral é
recoberto pela caixa craniana rigida, qualquer alteracdo na pressdo do sangue e LCR causa
aumento na PIC. As oscilacdes na PIC podem afetar negativamente a funcao cerebral e diversos
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processos patoldgicos podem alterar a homeostase do LCR e impactar no fluxo sanguineo
cerebral. Dentre os principais processos estdo as lesdes, obstru¢do do fluxo do LCR e
compressdo da veia jugular. (MACAULAY; KEEP; ZEUTHEN, 2022; WRIGHT; LAI;
SINCLAIR, 2012).

2.3.1. COMPOSIC}AO DO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO

O LCR é um ultrafiltrado plasmatico composto principalmente de ions sodio, cloreto
e bicarbonato, e em menor quantidade de potassio, magnésio, célcio, além de vitaminas como
folato, &cido ascdrbico, tiamina e piridoxal monofosfato. O sddio é o ion mais abundante no
LCR, sendo importante no transporte e regulacdo da osmolaridade do fluido. A concentracéo
de potéassio é essencial para o funcionamento neuronal e a liberacdo de neurotransmissores. O
nivel de potassio liqudrico € menor que o plasmatico e isto € mantido em uma margem muito
estreita (DI TERLIZZI; PLATT, 2006; SAKKA; COLL; CHAZAL, 2011).

Alguns peptideos e proteinas sdo ativamente transferidos para o LCR derivados do
sangue, ou sintetizadas no proprio plexo coroide, como por exemplo, a transtirretina, e fator de
crescimento like-insulina (IGF-1), entre outros. Cerca de 20% dos peptideos do LCR sao
derivados do cérebro, e a concentracdo deles diminui com o fluxo do LCR dos ventriculos para
0 espaco subaracnoideo. Alguns autores acreditam que a dosagem de proteinas no LCR néo
reflete a concentracéo real, uma vez que varia em algumas condi¢fes, como idade avancada e
esclerose multipla (ADAM et al. 2001; SAKKA; COLL; CHAZAL, 2011; SPECTOR,;
ROBERT SNODGRASS; JOHANSON, 2015).

A concentracdo de proteinas no LCR é muito baixa, variando de 15-45 mg/dL. Valores
aumentados podem ser encontrados em casos de ruptura da BHE onde ha extravasamento
dessas moléculas para o LCR. A principal proteina presente no LCR é a albumina, com taxas
de 50-70%. A glicose que circula no LCR ¢é proveniente do plasma, e corresponde a cerca de
60-80% da glicemia. As moléculas de glicose sdo transportadas para o fluido atraves de
mecanismos de transporte facilitado ou difuséo, sendo esse ultimo responsavel por internalizar
uma quantia minima de glicose no LCR (COMAR et al., 2009; DI TERLIZZI; PLATT, 2006).

Algumas enzimas também estdo presentes no LCR que séo provenientes do sangue,
tecido neural e da producéo pelas préprias celulas. Um exemplo é a creatina quinase, que
quando elevada no LCR pode indicar doenca do sistema nervoso. Sua concentracdo no LCR
independe do soro e pode refletir varias doencas neurologicas, como aquelas de pior

prognoéstico. Aspartato transaminase e lactato desidrogenase também sdo importantes, pois
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quando elevada no LCR pode indicar degeneracdo extensa da mielina e linfoma ou doengas
inflamatorias, respectivamente. Porém, esses parametros ndo sdo muito utilizados na analise do
LCR pois nao sdo especificos (DI TERLIZZI; PLATT, 2006).

Uma variedade de peptideos biologicamente ativos tem sido detectada no SNC. O
acido gama-aminobutirico (GABA) e glutamato (GLU), sdo os principais neurotransmissores
inibitdrio e excitatdrio, respectivamente, encontrado no LCR. Sdo moléculas produzidas pelos
neurdnios e que tem sido estudada em humanos para entendimento de muitas doencas
neuroldgicas. O GLU, por exemplo, desempenha um papel muito importante como mediador
de danos de tecidos secundarios e sdo encontrados em concentra¢des elevadas no LCR em
muitas doencas neuroldgicas, como em les@es crénicas e agudas da medula espinhal e herniacéo
do disco intervertebral (BURBACH, 1982; DI TERLIZZI; PLATT, 2006).

2.3.2. FUNQC)ES DO LIiQUIDO CEFALORRAQUIDIANO

Por muito tempo, acreditava-se que o LCR era apenas um envelope fluidico que
envolvia e protegia o SNC. Porém, com o passar dos anos e o desenvolvimento de novos estudos
sobre o fluido, outras importantes fungdes foram verificadas, como protetora, estrutural,
hidrodindmica, metabdlica e imunolégica no sistema nervoso. Uma funcdo importante do LCR
é prover protecdo mecanica do cérebro em casos de movimentos rapidos ou abruptos da cabeca
e traumas suaves, e deste modo prevenir dano devido a colisdo entre o cérebro e cranio
(BOLODEOKU et al., 1997; TUMANI; HUSS; BACHHUBER, 2017).

O LCR funciona como um ambiente de flutuacdo do encéfalo, que pesa cerca de
1.500g no ar, e quando imerso no LCR pesa apenas 50g. Isso reduz a aceleracdo do encéfalo
quando o cranio sofre algum trauma ou deslocamento subito, reduzindo o0s danos de concussao
que leva a um estado de alteracdo da consciéncia. O LCR também tem a capacidade de remover
detritos de produtos metabdlicos, como o gas carbonico (CO.), lactato e ions hidrogénio (H).
Drogas e outras substancias também séo eliminadas pelo LCR quando essas acessam o encéfalo
pelo sangue (PUCCIONI-SOHLER, 2008).

Além disso, o LCR também é importante na comunicacao das funcdes encefalicas e
enddcrinas do organismo, através do transporte de hormonios, fatores de liberagéo, entre outros.
Esse fluido também exerce a homeostase quimica no SNC, controlando 0 meio quimico, e
estando em comunicacgdo com o fluido intersticial encefalico para manter o equilibrio do meio
externo para neurénios e glia (PUCCIONI-SOHLER, 2008; TUMANI; HUSS; BACHHUBER,
2017).
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2.4.INFECC6ES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

As infecgOes agudas e crénicas do SNC causam alteracGes na PIC, composigéo e fluxo
do LCR. O grande desafio na viséo clinica, é identificar os pacientes que tem um risco de vida
maior de acordo com 0s sinais e sintomas apresentados. As principais infec¢cdes incluem a
meningite, encefalite e meningoencefalite, das quais a meningite € muito importante por estar
associada a taxa de mortalidade que varia de 13 a 27% (SCHELD; WITHLEY; MARRA, et al.,
2014).

Diferentes patdgenos podem alcancar o cérebro e a medula espinhal pela via
hematogénica, e com menor frequéncia por acdo direta através de outro foco infeccioso. A
deteccdo precoce e o diagndstico especifico sdo imprescindiveis. Em alguns casos, a
neuroimagem se mostra importante para o processo de diagndstico, juntamente com o histérico
médico, exame clinico, e anélise do LCR. A ressonancia magnética também tem sido
particularmente Util na detec¢cdo precoce da infeccdo ou no diagnostico diferencial de outras
doengas (RUMBOLDT; THURNHER; GUPTA, 2007).

24.1. MENINGITE BACTERIANA

A meningite é uma grave infecgo que requer cuidados médicos imediatos. E definida
como uma infiltracdo inflamatdria e infecciosa das membranas pia-mater e aracnoide, a qual
pode ser causada por bactérias, virus ou fungos. O diagnostico é baseado na apresentacao clinica
tipica com quadro de cefaleia, febre, rigidez de nuca, fotofobia, vomitos, e alteracdo da
consciéncia, em conjunto com achados do LCR caracteristicos da infec¢do (RUMBOLDT,;
THURNHER; GUPTA, 2007; SWANSON, 2015).

A meningite bacteriana (MB) ocorre quando a bactéria acessa 0 SNC e 0 espaco
subaracnoide. Essa invasdo gera uma resposta imune que pode liberar fatores inflamatérios,
como citocinas, que geram danos e aumentam a permeabilidade da BHE. Alguns fatores de
risco podem estar associados a ocorréncia de MB, dentre eles a idade, pois bebés tem mais
chance de desenvolver meningite do que pessoas adultas; certas condicdes medicas, como
imunossupressao por drogas ou pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV); pessoas que
estdo em contato diariamente com agentes infecciosos, como trabalhadores da salde, entre
outros. (BENNINGER; STEINER, 2020; GIOVANE; LAVENDER, 2018; SWANSON,
2015).



24

2.4.1.1.EPIDEMIOLOGIA DA MENINGITE BACTERIANA

A ocorréncia e fatalidade pela MB varia de acordo com a regido, pais, microrganismo
e faixa etaria. Anualmente, estima-se que ocorra cerca de 1,2 milhdes de MB em todo o mundo.
Em casos em que ndo ha tratamento, a taxa de letalidade pode chegar a 70%, e um a cada cinco
sobreviventes permanecem com sequelas apos a ocorréncia da MB, como problemas auditivos,
neuroldgicos e motores. Mesmo com uma terapia antimicrobiana adequada, a taxa de
mortalidade permanece alta entre 13-27% dos casos. (CDC, 2016; HOLMQUIST, 2008).

Nos Estados Unidos, a meningite é responsavel por aproximadamente 72 mil
internagdes, gerando um gasto total de 1,2 bilhGes de dolares anuais. No entanto, atualmente a
incidéncia da MB diminuiu nos Gltimos anos de 3 a 5 casos por 100.000 habitantes para 1,3 a 2
casos por 100.000. Porém, em paises de baixa renda essas taxas ainda permanecem altas. As
MB comunitérias sdo frequentemente causadas por espécies de Streptococcus pneumoniae,
Neisseria meningitidis e Haemophilus influenzae b (Hib). Outras bactérias Gram-negativas séo
responsaveis por MB associadas aos cuidados em saude, como Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae (BENNINGER; STEINER, 2020; BHIMRAJ, 2012; WALL et al., 2021).

Com a implantagdo das vacinas conjugadas, a epidemiologia das MB mudou nos
ultimos 25 anos. Até a década de 80, S. pneumoniae, N. meningitidis e Hib causavam mais que
80% das infeccBes em criangas. A primeira vacina implantada foi a conjugada contra Hib, em
1990, a qual eliminou consideravelmente os casos de infec¢do por Haemophilus influenzae b.
Os programas mundiais de imunizagdo aderiram a vacina, o que levou a uma reducéo de 55%
no numero de casos. Nos anos 2000, foi entdo implantada a vacina conjugada heptavalente
pneumocdcica, resultando em uma diminui¢do de 59% das meningites pneumocdcicas em
criancas menores de 2 anos (SLACK et al., 2021; SWANSON, 2015).

Na década de 70, Sdo Paulo sediou a maior epidemia de doenca meningococica do
Brasil causada por N. meningitidis sorogrupo C, e em seguida pelo sorogrupo A, em 1974,
Nesse periodo, muitas vacinas conjugadas polissacaridicas foram testadas, levando ao controle
da doenca em 1975. Em 1980, a incidéncia de doenga meningocécica diminuiu para 1 caso a
cada 100.000 habitantes. Anos depois, em 1987, o sorotipo B emergiu sendo responsavel por
uma nova onda de casos em varios locais do pais. O apice da epidemia foi em 1996, onde foram
registrados 7.104 casos de meningite meningocdcica, principalmente no Sudeste (MORAES;
BARATA, 2005; SAFADI; BARROS, 2006).
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No estado do Amazonas, um estudo baseado em dados de sistema de vigilancia
epidemioldgica de meningites relatou a ocorréncia de 2.007 casos de meningite meningococica
com média de 54,2 casos/ano em um periodo de 32 anos, com 41,8% de infeccdes relatadas
para o sorotipo B. Além disso, 0s autores observaram uma diminui¢do no nimero de casos de
MB por H. influenzae e aumento de infeccBes por S. pneumoniae. E possivel que esse declinio
de casos de MB por H. influenzae seja devido a introducéo da vacina anti-Hib no ano 2000
(SARAIVA et al., 2015).

A vacinacdo é a principal estratégia para prevencdo da doenca meningocdécica. As
primeiras vacinas conjugadas baseadas nos polissacarideos bacterianos A, C, W e Y foram
essenciais, porém nao protegiam os bebés por um longo periodo de tempo. Dessa forma, foi
estudada uma estratégia de melhoria da vacina, conjugando uma proteina portadora, a
MenACWY, possibilitando a protecdo de criancas que tem risco de desenvolver a doenca
(PARIKH et al., 2020; PIZZA; BEKKAT-BERKANI; RAPPUOLLI, 2020).

Duas medidas sdo necessarias para a diminuicdo da ocorréncia de MB mundialmente:
prevencéo e tratamento. No Brasil, o Programa Nacional de Imunizagdes (PNI) se tornou um
patrimonio e referéncia internacional, reconhecido mundialmente pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) e Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS). Responsavel pela elaboracdo
da politica de vacinacdo no Brasil, acompanha desde o processo de compra dos imunizantes até
a distribuicio e definicdo do publico a ser vacinado. O Sistema Unico de Satde (SUS)
disponibiliza mais de 20 vacinas para o publico, incluindo desde recém-nascidos até idosos
(P1IZZA; BEKKAT-BERKANI; RAPPUOLLI, 2020; UNASUS, 2022).

2.4.1.2.FISIOPATOLOGIA DA MENINGITE BACTERIANA

A bactéria pode acessar 0 SNC através de algumas infec¢fes como: bacteremia,
infeccBes dentarias, sinusais, procedimentos cirdrgicos, entre outros. ApoOs alcancar a
circulacdo sanguinea, as bactérias ativam o sistema complemento do hospedeiro, permitindo a
sua passagem para o0 espaco subaracnoide, atravessando a BHE para acessar o LCR. Como 0s
mecanismos imunolégicos do LCR s&o pobres, o microrganismo consegue se disseminar e
proliferar. Na tentativa de se defender, o sistema imune do hospedeiro comega a gerar uma
cascata de eventos inflamatorias, que geram 0s sinais e sintomas caracteristicos da meningite
(MACE, 2008; ROOS, 2000).

Muitos desses patdgenos primeiramente colonizam as superficies de mucosa através

da ligacéo por proteinas da matriz extracelular, como por exemplo, a laminina, colageno ou
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fibronectina, que facilita a ades&o inicial antes da invasdo pelo microrganismo. Algumas
bactérias, como N. meningitidis, S. pneumoniae e Hib, sdo capazes de sintetizar proteases de
imunoglobulinas A (IgA) que inativam aquelas produzidas pelo hospedeiro para a resposta
imune. A IgA é importante na defesa local de invasdo por esses agentes, e a sua destruicéo
permite a adesdo epitelial e colonizacdo bacteriana. Por serem bactérias encapsuladas, elas
também conseguem escapar do processo fagocitario do hospedeiro e bactericida mediada pelo
sistema complemento (MACE, 2008; MCGILL et al., 2016).

Todas as bactérias sdo capazes de romper BHE e BHL para acessar o SNC, e essa
translocacao pode ocorrer por um processo paracelular ou transcelular, dependendo da bactéria
e dos fatores de viruléncia que expressa. Por exemplo, a Escherichia coli também pode causar
meningite através da danificacdo de células do hospedeiro, que rompe a BHE e promove a
invasdo através de um processo paracelular. Essa invasdo gera a atracao de células para o local,
como granuldcitos, mondcitos ou macrofagos, que também se infiltram no parénquima cerebral
infectado (MCGILL et al., 2016; WALL et al., 2021).

A resposta imune causada no hospedeiro pode ser grave e ndo tolerada, como em
recém-nascidos, e isso gera um dano neuronal que pode levar a morte. Quando o hospedeiro
sobrevive a infec¢do, algumas sequelas como surdez, cegueira, ou retardos mentais podem
permanecer. Outras complicag¢fes cerebrovasculares também podem ocorrer, como isquemia
cerebral e atividade convulsiva. A presenca de um exsudato purulento no espaco subaracnoide
também pode gerar hidrocefalia comunicante e obstrutiva, edema intersticial e paralisia dos
nervos cranianos (DORAN et al., 2016; MACE, 2008).

2.4.2. MENINGITE VIRAL

A meningite viral (MV), também conhecida como meningite asséptica, € uma
inflamacédo causada nas meninges devido a entrada do virus no SNC carregados pelas células
imunes ou pela travessia da BHE. A etiologia viral é a mais importante das meningites
assépticas, pois é responsavel por aproximadamente 75.000 novos casos anualmente nos EUA.
Os arbovirus, enterovirus (EVS) e os herpesvirus sdo importantes agentes causadores de
meningite viral, e em alguns casos também podem ser encefalitogénicos (KOHIL et al., 2021;
VENKATESAN; MURPHY, 2018).

A MV ocorre com um quadro de inicio agudo de febre, cefaleia, fotofobia, rigidez de
nuca, e muitas das vezes, nauseas e vomitos. Geralmente as infec¢des tém bom prognostico e é

importante ser avaliada, pois ndo ha indicadores que permitam distinguir entre infecgéo viral
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ou bacteriana. A MV é comum principalmente em criangas, mas também pode ser observada
em qualquer faixa etaria (LOGAN; MACMAHON, 2008; WRIGHT et al., 2019).

2.4.2.1.EPIDEMIOLOGIA DA MENINGITE VIRAL

A meningite asséptica € relativamente comum nos EUA, com taxa de incidéncia de
7,6 casos para cada 100.000 habitantes. Ela pode ser de origem infecciosa, como aquelas
causadas por virus, e ndo infecciosa, quando por medicamentos, quimioterapia e vacinas. Os
principais virus relatados para meningite asseptica infecciosa sdo os enterovirus, herpesvirus e
virus West Nile. Outros virus também sdo identificados, como citomegalovirus e HIV.
Entretanto, cerca de 30-65% das etiologias de MV nédo sdo definitivamente identificadas
(MOUNT; BOYLE, 2017; POPLIN; BOULWARE; BAHR, 2020).

Os EVs humanos sdo virus de RNA capazes de causar infeccdo principalmente em
criancas, sobretudo em locais com clima temperado e no periodo de junho a outubro. Os surtos
se repetem anualmente, apesar das mudancas nas linhagens virais predominantes. A
transmissdo dos EVs ocorre principalmente por via fecal-oral, e menos comumente por
secrec¢des respiratorias. A incidéncia anual no mundo de MV por EVs € de 1,8 casos por 100.000
habitantes, com desfecho desfavoravel em 24% dos casos. (DE JONG et al., 2018; BODILSEN
etal., 2021; STOFFEL et al., 2021).

Em 1970, a familia Herpesviridae foi categorizada em subfamilias de acordo com suas
caracteristicas bioldgicas distintas em alfa, beta e gama-herpesvirus. Essa familia é composta
por virus de DNA dupla fita envoltos por um capsideo icosaédrico. Todos 0s herpesvirus séo
capazes de causar infeccdo em humanos, como infecgdes no SNC, provocando quadros de
meningite e encefalite. A etiologia herpética é responsavel por aproximadamente 10% das
meningites virais, principalmente pelo herpes simplex tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2) que estdo
associados a infecces em todo o mundo e em qualquer faixa etaria (BHARUCHA,
HOULIHAN; BREUER, 2019; MATTHEWS et al., 2022; VENKATESAN; MURPHY, 2018).

A utilizacdo de técnicas de PCR tem facilitado o diagnostico dos agentes causadores
de MV. No estado do Amazonas, através desta metodologia foi possivel detectar 29,7% de
agentes causadores de meningite asséptica, dos quais os enterovirus foram mais frequentes em
32% dos casos, seguidos de Epstein-barr virus (22,4%), virus da varicela-zoster (20,4%),
citomegalovirus (18,4%), HSV-1 e HSV-2 (4,1%). Os arbovirus foram detectados em apenas
14,3% dos casos, distribuidos entre virus da dengue e Oropouche (SARAIVA et al., 2015;
TUPPENY, 2013).
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2.4.2.2.FISIOPATOLOGIA DA MENINGITE VIRAL

A patogénese da MV inicia quando o virus realiza uma infeccdo primaria, como no
trato gastrointestinal pelos EVs humanos, e assim chega ao tecido nervoso atraves de uma
infeccdo secundéria orientada pela corrente sanguinea (Fig. 2). O virus acessa 0 SNC por
diversos mecanismos, como através de invasdo tecidual do plexo coroide, tecido linfoide ou
tecido nervoso periférico, inducdo de inflamacéo, e pelo rompimento da BHE. Essa invasao

causa a meningite ou outros problemas neuroldgicos (KIM et al., 2009; KOHIL et al., 2021).
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Figura 2: Apresentacdo esquematica das vias patogénicas da meningite viral.

Fonte: Adaptado de Kohil et al. 2021.

Uma vez que o agente alcanca o SNC, a reposta imune do hospedeiro é ativada,
aumentando niveis de quimiocitocinas e de células imunes como neutrofilos, células T CD8 e
mondcitos. Além disso, interleucinas (IL) pré- e pré-inflamatorias também podem ser
detectadas, como IL-6 e IL-1. Essa inflamacao desempenha um papel importante na patogénese
da MV, entretanto a resposta imune dessa infec¢do ainda é pouco compreendida (KOHIL et al.,
2021; RAMILO et al., 1990).

Geralmente, pacientes com MV apresentam na puncdo lombar pressdo de abertura
normal ou levemente alterada, glicorraquia e lactatorraquia normais, proteinorraquia normal ou
aumentada. A contagem de leucocitos na MV é alta, com predominio inicial de células
polimorfonucleadas, mais frequentes neutrofilos em até 50% das células, e apos células

mononucleadas com desvio gradual de linfocitos em até 80% das células. Apesar de
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caracteristica, a MV ainda pode ser confundida com MB, por isso séo levadas em consideragdo
outros parédmetros laboratoriais como dosagem de procalcitonina, proteina C reativa, entre
outros (KAUR et al.,2023; LYONS, 2018).

2.5.ANALISE DO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO

A suspeita de meningite € uma das principais indica¢fes para realizacdo da pungéo
lombar (PL). Essa é uma técnica invasiva na qual possibilita 0 acesso ao compartimento restrito
do espaco subaracnoide para coletar a amostra de LCR. O processo consiste na introducédo de
uma agulha na terminagdo da medula espinhal, passando através da dura-maéter, e permitindo o
acesso ao espaco subaracnoide. A primeira descri¢do da PL foi feita por Quincke (1891) que a
definiu como uma técnica terapéutica usada para diminuir a PIC em criangas com meningite.
Atualmente, a técnica é utilizada principalmente para procedimentos de diagndstico, para obter
amostras de LCR para analises futuras, ou para administrar drogas para acessar 0 SNC
(HEPNAR et al., 2019; WRIGHT; LAI; SINCLAIR, 2012)

A analise do LCR é dtil no diagnostico de condicBes neurologicas agudas e ajuda no
inicio da terapéutica em tempo habil. Resumidamente, a anélise consiste em medicao da pressdo
de abertura, analise bioquimica, citoldgica, imunoldgica e microbioldgica. Em alguns casos, a
PL e drenagem do LCR também pode ser uma terapéutica para diminuir a PIC. Além disso,
outros métodos de diagndstico podem ser utilizados, como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para detec¢do de outros agentes, de forma a contribuir para o progndstico do paciente e
terapia adequada (HEPNAR et al., 2019; HRISHI; SETHURAMAN, 2019).

O exame de LCR fornece informacdes fundamentais sobre o comprometimento do
SNC e determina a decisdo de exames ou terapias adicionais. A pressao de abertura é lida com
um mandmetro colocado na extremidade da agulha, antes da coleta do LCR. A leitura deve ser
feita com o paciente em decubito lateral, e se a puncdo for feita com o paciente na posicdo
sentada, deve ter cuidado ao coloca-lo em decubito lateral para ndo quebrar a agulha durante o
movimento. Dependendo do calibre da agulha, o fluxo do LCR até o manémetro pode demorar
alguns minutos. Para garantir a PIC o paciente deve inspirar e expirar varias vezes até que o
LCR nio se movimente tanto no manémetro (DEPREITERE; BRUYNINCKX; GUIZA, 2016).

A analise bioquimica do LCR é baseada principalmente na dosagem de proteinas,
glicose e lactato. As proteinas totais € um parametro ndo especifico, mesmo assim é essencial
para uma orientacdo basica e rapida do estado clinico do paciente. Sendo necessaria a dosagem

das proteinas totais, pois, 0 aumento destas, indicam desestabilizagdo das células da BHL. Um
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exame adicional é o proteinograma completo do LCR que traz informagdes mais especificas.
Em recém-nascidos, a concentracdo de proteinas é alta e vai diminuindo com o passar dos anos
(HEPNAR et al., 2019).

Em adultos, a concentracéo de proteinas aumenta com a idade. A principal proteina
dosada é a albumina, e a sua medicdo deve ser feita no LCR e soro, porém valores aumentados
também podem estar relacionados a idade do paciente. A concentracdo normal de proteinas no
LCR em um individuo adulto é de até 40mg/dL, quando obtido por PL. Em geral, alta
concentracdo de proteinas no LCR (hiperproteinorraquia) esta relacionada ao rompimento da
BHL ou sintese intratecal de anticorpos. (PUCCIONI-SOHLER, 2008).

Outro parametro essencial na analise do LCR é a dosagem de glicose. A concentracdo
da glicorraquia é dependente da glicemia, pois a glicose é transportada ativamente entre a BHE.
Em condi¢fes normais, a glicose no LCR representa 2/3 da glicemia, variando de 45-80mg/dL.
A avaliacdo no soro e no LCR devem ser feitas simultaneamente para efeitos de comparacéo.
Em alguns casos é recomendado fazer o calculo do quociente de glicose no LCR, baseado na
concentracdo de glicose e lactato, para determinar o estado de energia liquérico. A diminuicdo
da glicose no LCR (hipoglicorraquia) ¢ comum em infec¢des bacterianas, fungicas e meningite
tuberculosa. (HEPNAR et al., 2019; PUCCIONI-SOHLER, 2008).

O lactato é um parametro liquérico importante no diagndstico de infeccGes bacterianas,
e seu aumento esta relacionado ao aumento do metabolismo anaerébico da glicose e acidose
tecidual. Sua concentracdo no LCR nédo tem rela¢do com a plasmatica, pois sua producdo ocorre
no SNC, sugerindo glicélise anaerdbica. Em infeccBes bacterianas, o lactato é um importante
sinalizador pois ele aumenta primeiro, quando comparado a diminuicdo da glicose. A
concentragdo do lactato no LCR varia de acordo com a idade, podendo variar de 10,8-23,4
mg/dL em condic¢Ges normais. (PUCCIONI-SOHLER, 2008).

2.6.SEQUENCIAMENTO GENOMICO

O surgimento das metodologias de sequenciamento aconteceu logo apés a descoberta
da estrutura do DNA (fig. 3). O primeiro método publicado foi baseado na adigcdo de
terminacbes de cadeia por dideoxinucleotideos marcados por radioativos e fluordforos,
desenvolvido por Sanger (1975-1977), e que recebeu o nome de “Sequenciamento de primeira
geracdo”. Nessa metodologia, as sequéncias nucleotidicas das fitas de DNA eram reveladas

através de eletroforese em gel, que anos depois foi melhorado com a eletroforese capilar. Apesar
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dos avancos, 0 método é trabalhoso e dispendioso (HU et al., 2021; SANGER; COULSON,
1976).
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Figura 3: Cronologia do surgimento das tecnologias de sequenciamento apés a descoberta da
estrutura do DNA.
Fonte: Adaptado de BioRender.

O Projeto Genoma Humano (PGH) foi sem dividas a maior conquista cientifica, e um
ponto de virada para a genética humana. O sequenciamento do genoma humano gerou
aproximadamente 3 milhdes de bases, representando todas as partes de cada cromossomo
humano. A metodologia de sequenciamento descrita por Sanger foi essencial para a descoberta
da sequéncia gendmica humana, gerando custos de U$2.7 bilhGes para completar. Apesar dos
avancos adicionais que permitiram o sequenciamento do genoma humano adicional por U$ 10
milhdes, a tecnologia tem alcangado seu prestigio por tempo e custo (GONZAGA-JAUREGUI,
LUPSKI; GIBBS, 2012; NHGRI, 2021).

Com a crescente utilizagdo do sequenciamento genémico em estudos genéticos e
devido ao grande nimero de aplicacdes clinicas do NGS, o custo do sequenciamento diminuiu
ao longo do tempo (fig. 2). Ainda assim, a metodologia de sequenciamento de Sanger continua
sendo muito utilizada para aplicagdes em que nao necessita de alta taxa de transferéncia. Como
por exemplo para o sequenciamento de regides de DNA especificas delimitadas por primers
oligonucleotideos, para verificar plasmideos ou produtos de PCR (NHGRI, 2021; SLATKO et
al., 2018).
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CUSTO PARA O GENOMA HUMANO
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Figura 4: Comparacgdo do custo (em dolar) do sequenciamento genémico por dados do
genoma.
Fonte: Adaptado de NHGRI, 2021.

Embora bem descrito e necessario para o PGH, o sequenciamento de Sanger apresenta
algumas desvantagens, principalmente o rendimento limitado, uma vez que é capaz de
sequenciar apenas pequenos fragmentos de DNA, onde sdo separados e analisados por
eletroforese em gel para determinar a sequéncia. Desta forma, novas abordagens de
sequenciamento utilizando novas tecnologias foram desenvolvidas com base no
sequenciamento de Sanger, transformando a investigacdo biomédica e resultando em um
dramatico aumento no sequenciamento (HU et al., 2021; METZKER, 2005).

2.6.1. TECNOLOGIAS DE SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

As tecnologias de sequenciamento de nova geracdo surgiram a partir de 2005 e
evoluem constantemente. Também conhecidas como sequenciamento de alto rendimentos, as
plataformas de NGS sdo capazes de gerar bilhdes de fragmentos de DNA que podem ser
sequenciados simultanea e independentemente. Muitas sdo as aplicacbes do NGS na
microbiologia clinica, principalmente na abordagem imparcial de deteccdo de patdgenos
(CARVALHO; SILVA, 2010; GU; MILLER; CHIU, 2019).

A primeira tecnologia de NGS comercializada foi a plataforma 454 (Roche), baseada
no pirossequenciamento. A metodologia é fundamentada na deteccdo de pirofosfato apds o
acoplamento de um nucleotideo na nova fita de DNA que esta sendo sequenciada. Ent&o, o
pirofosfato é convertido em adenosina trifosfato (ATP), a qual leva a oxidagéo da luciferina,
gerando um sinal de luz captado pelo instrumento. Esse sistema é capaz de sequenciar

fragmentos de DNA de 300-800pb, e a biblioteca é feita atraves da ligagdo de adaptadores nas
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extremidades 5’ ¢ 3” da fita complementar antes da realizacdo do sequenciamento (RONAGHI
etal., 1996).

Em comparacdo as demais tecnologias, a plataforma 454 é util no sequenciamento de
genomas pequenos, como de bactérias e de alguns eucariotos, permitindo a montagem do
genoma de forma facilitada. A principal desvantagem dessa tecnologia é a falha no
sequenciamento de homopolimeros, pois como a fluorescéncia aumenta de acordo com a
ligacdo de nucleotideos a fita, em sequéncias com mais de 3 repeticdes nucleotidicas a torna
imprecisa. Também o alto custo de sequenciamento quando comparado & outras tecnologias
(SLATKO et al., 2018).

A metodologia da plataforma Illumina/Solexa é baseada em uma técnica chamada de
amplificagéo por ponte, onde fragmentos de DNA s&o marcados com adaptadores apropriados
em suas extremidades e usados como molde para a reacdo de sintese de amplificacdo repetida.
Os adaptadores permitem a fixacdo dos fragmentos no suporte de sequenciamento por
hibridizacdo a um adaptador fixado. Um dos principais problemas do sequenciamento Illumina
é a perda da sincronia nas reacdes de sintese, onde pode haver interferéncia na sequéncia
complementar precisa e reducdo dos nimeros de ciclos de sequenciamento. Além disso, ndo é
recomendada a sobrecarga da flow cell, por isso uma quantidade precisa da biblioteca de DNA
deve ser aplicada na matriz (BRONNER et. al., 2014; SLATKO et al., 2018).

Atualmente, a Illumina é a plataforma de sequenciamento dominante no mercado, e
isso aconteceu nos ultimos 5 anos onde houve uma ascensao de novas tecnologias e quedas de
outras mais primitivas. Essa evolucdo na tecnologia permite a realizacdo de sequenciamentos
de larga escala do genoma, de forma que em pouco tempo 0 sequenciamento se tornard
rotineiro, e ira permitir uma compreensdo maior da diversidade genética dos organismos e na

patogénese de algumas doencas (BRONNER et al., 2014).

Mais recentemente, a tecnologia lon Torrent foi lancada baseada em uma reagéo de
sintese de DNA, que quando hé& incorporacdo de um nucleotideo complementar a fita base, a
liberagdo de um ion hidrogénio (H*) altera o pH da solugdo. Essas mudancas de pH sdo
registradas por um sensor de ions. Quando ndo ha incorporacdo de um nucleotideo, ndo ocorre
nenhum pico de tensdo. Quando dois nucleotideos iguais sdo incorporados sequencialmente, a
tensdo gerada é dobrada. Todos os picos sdo convertidos em uma sequéncia nucleotidica a partir
de um chip semicondutor (ROTHBERG et al., 2011).
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Antes do sequenciamento, o DNA é fragmentado em tamanhos de 200-1500pb e
ligados a adaptadores. Esses fragmentos sdo ligados a beads e amplificados em um processo
denominado PCR em emulsdo. Isso permite que milhares de copias dos fragmentos sejam
sintetizados. O sequenciamento ocorre em milhdes de pogos existentes no chip semicondutor,
de forma que cada beads entre em um poco individualmente. Nesse processo, ndo é necessario
camara ou fonte de luz, pois a incorporacdo dos nucleotideos gera uma tensdo, que

posteriormente € convertida em informac6es de sequenciamento (SLATKO et al., 2018).

O dispositivo MinlON foi langado em 2014 pela Oxoford Nanopore Technologies,
com a capacidade de sequenciar genomas inteiros através de um sistema de sequenciamento de
moléculas Unicas de DNA e RNA, sem uma etapa prévia de PCR. Além da facilidade de
transporte do equipamento, ele também permite o sequenciamento de moléculas longas de DNA
com analise em tempo real. A tecnologia MinlON € baseada em nanoporos presentes em uma
flowcell individual onde é aplicada uma corrente e monitorada por um microchip. Cada
nanoporo permite que apenas uma molécula de DNA ou RNA atravesse a membrana, e a
medida que cada nucleotideo passa pelo nanoporo uma mudanca na corrente elétrica é detectada
por um sensor. Essas mudancas elétricas sdo detectadas pelo software do computador e
transformadas em sequéncias nucleotidicas (JAIN et al., 2016; KCHOUK et al., 2017).

O uso do MiInION é vantajoso pois ndo ha necessidade de expandir ou modificar
instalagdes dos laboratdrios, uma vez que o dispositivo é pequeno e portatil, a falta de
eletricidade néo afeta por completo o progresso do sequenciamento quando comparado a outras
plataformas, a facilidade de execucdo das corridas de sequenciamento, sem necessidade de
conhecimentos técnicos do equipamento, e o custo beneficio é maior quando comparado com

outras plataformas, com custo por amostra significativamente menor (WASSWA et al., 2022).

2.7.0 USO DO SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO NO DIAGNOSTICO DE
MENINGITE

O uso do MNGS como uma abordagem agndstica tem mudado a forma de diagndstico
e exclusao de infeccdes neurologicas em pacientes com meningite e encefalite. Muito estudos
mostram que a etiologia das infec¢fes neuroldgicas ndo € obtida em aproximadamente 50% dos
casos, pois varios patdgenos podem causar essa infeccdo e geralmente ndo sao identificados,
mesmo com 0 uso de muitos testes diagndsticos. O mMNGS tem se mostrado Gtil na deteccéo
desses patdgenos, que também sdo confirmados, muitas das vezes, por testes convencionais. O

LCR é o principal fluido para analise, pois sua localizacdo e fluxo no SNC permitem
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diagnosticar infecgdes em &reas restritas, como os ventriculos laterais, onde ndo € possivel
acessar com biopsias (GU; MILLER; CHIU, 2019; RAMACHANDRAN; WILSON, 2020).

Um estudo recente realizado na China avaliou o valor clinico do uso do NGS
metagendmico na deteccdo de patdgenos no LCR. Um total de 66 casos foram incluidos no
estudo, e em 62,12% (41/66) destes foi detectado um agente etioldgico, distribuidos em: 18
com infeccdo viral, 13 com infeccdo bacteriana, 3 casos de Mycobacterium tuberculosis, 5 com
fungos e 2 com Rickettsia. Das 66 amostras analisadas, 37,88% (25/66) foram consideradas
verdadeiramente positivas, ou seja, foram confirmadas também por testes laboratoriais

convencionais (GU et al., 2022).

Outro estudo americano do tipo multicéntrico prospectivo avaliou a utilidade clinica
do NGS metagenémico para o diagnostico de encefalite e meningite. Foram testadas 204
amostras de LCR de pacientes com meningite idiopatica, encefalite ou mielite, e destas a
etiologia foi identificada em 50,9% dos pacientes, sendo que 27,9% eram de origem infecciosa.
Dessa forma, 0 NGS metagendmico se mostra um potencial método de diagndstico de infecgdes
neuroinvasivas, para identificar os patdgenos emergentes e que ndo sdo recuperados em

metodologias convencionais disponiveis nos laboratérios clinicos (WILSON et al., 2019).

As dificuldades em avaliar casos de meningite e encefalite tem sido discutida em
muitos estudos. Uma delas é a raridade de patdgenos neuroinvasores, uma vez gque muitos
microrganismos podem causar essa invasdo e 0s testes diagnosticos muitas vezes ndo sdo
suficientes para dar um resultado preciso. Outro € a suscetibilidade de infec¢bes invasivas por
microrganismos incomuns, sobretudo em pacientes imunocomprometidos, que néo fazem parte
do diagnostico padrdo da equipe da neurologia. E por fim, a emergéncia e reemergéncia de
patbgenos como o virus Ebola, Sarampo, Caxumba, entre outros (NATH, 2015;
RAMACHANDRAN; WILSON, 2020).
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3.1. OBJETIVO GERAL
Identificar a diversidade microbiana utilizando metagendmica em amostras de liquido

cefalorraquidiano de pacientes com suspeita de neuroinfeccao.

3.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS
I. Avaliar a diversidade microbiana a partir de amostras de liquido cefalorraquidiano utilizando

0 sequenciamento de nova geracao (NGS);

I. Relacionar filogeneticamente os patdgenos encontrados entre si e com outros genomas

obtidos a partir de bancos de dados;

I1l. Correlacionar os agentes microbianos identificados com as caracteristicas clinicas dos

pacientes.



4. MATERIAIS E METODOS
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4.1.DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional, descritivo e retrospectivo, onde foram
selecionadas amostras de LCR no periodo de janeiro de 2020 a novembro de 2022. Para o
estudo, as amostras foram divididas em: 1) 4 amostras de LCR de pacientes com meningite
bacteriana confirmada pelos testes laboratoriais e agente etiolégico identificado por coloracéo
de Gram, teste de aglutinacdo em latex ou cultura; I1) 5 amostras de LCR de pacientes com
encefalite herpética que tiveram o agente etioldgico confirmado por metodos moleculares; 111)
4 amostras de LCR de pacientes com sinais e sintomas clinicos sugestivo de meningite, com
alteracdo liquorica, porém sem identificacdo do agente etioldgico pelos métodos laboratoriais;
IV) 4 amostras de LCR de pacientes com sinais e sintomas sugestivo de encefalite ou meningite,
com alteracdo liqudrica, e que ndo tiveram o agente etioldgico identificado pelo diagnostico

diferencial.

As amostras de LCR foram coletadas mediante avaliagdo e indicacéo clinica médica.
Os dados clinicos e sociodemograficos foram obtidos através de prontuario médico eletrdnico
(iDoctor), bem como as informacg6es dos parametros liqudricos como dosagem de glicose,
proteinas e lactato, e contagem global e diferencial de células brancas (Tabela 1-4). Foram
selecionadas as amostras de pacientes imunodeprimidos e imunocompetentes, de ambos o0s
sexos, de todas as idades, referenciadas ao laboratério da Geréncia de Bacteriologia da
Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (GERBAC/FMT-HVD).

4.2.CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Os critérios de elegibilidade foram: amostras de LCR referenciadas a GERBAC/FMT-
HVD no periodo do estudo, que apresentaram alteracdes celulares e bioguimicas, e foram
coletadas por puncdo lombar, mediante suspeita de infeccdo do SNC. Foram excluidas do
estudo aquelas amostras que néo tiveram volume suficiente para o teste (<200pL).

Os casos foram definidos de acordo com os critérios do Ministério da Saude (BRASIL,
2017). Os casos confirmados foram considerados quando: 1) o paciente apresentou um ou mais
sinais e sintomas clinicos de infeccdo do SNC, como: febre, cefaleia, rigidez de nuca, vomito,
convulsdo, fraqueza, fadiga, rebaixamento do nivel de consciéncia, entre outros; Il) contagem
celular global do LCR com mais de 5 células/mm?3; 111) alteracdo nos parametros bioquimicos
com confirmacédo do agente etioldgico, seja por coloragcdo de Gram, cultura, latex ou método

molecular.



Tabela 1: Caracteristicas sociodemograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes com meningite bacteriana confirmada

laboratorialmente por testes convencionais e moleculares.

PERFIL DO LCR

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

COD SEXO IDADE SINT,OMAS/ GLICOSE PROTEINAS LACTATO CITOMETRIA PCR GRAM LATEX CULTURA PCR
DIAGNOSTICOS
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (cels/mm3) HERPES
AM-1 F 40 anos Febre, cefaleia, 166,0 203,5 105,1 4.197 NR DCGN Nm. B NHCB 16S
rigidez de nuca (+) (+)
AM-2 M 15an0s  Mastoidite, otite 25,0 448,0 73,6 581 NR Sp (+) NHCB
média, parestesia e 16S
plegia )
AM-3 M 4 meses Febre, vomito, 13,0 440,5 104,5 1.450 NR NEG NR Proteus 16S
sonoléncia, mirabilis (+)
rebaixamento do
nivel de
consciéncia, crise
convulsiva
AM-4 F 65 anos Convulséo, 0,0 1.212,0 109,7 506 NR BGN NR Klebsiella 16S
rebaixamento do pneumoniae  (+)

nivel da

consciéncia

BGN: bacilos Gram-negativos; DCGN: diplococos Gram-negativos; F: feminino; M: masculino; NEG: negativo; NHCB: ndo houve crescimento bacteriano; Nm. B: Neisseria

meningitidis B; NR: ndo realizado; Sp: Streptococcus pneumoniae.
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Tabela 2: Caracteristicas sociodemograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes com encefalite herpética confirmada laboratorialmente

por testes convencionais e moleculares.

PERFIL DO LCR DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
cob SEXO IDADE SINT(,)MAS/ GLICOSE PROTEINAS LACTATO CITOMETRIA PCR GRAM LATEX CULTURA
DIAGNOSTICOS
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (cels/mm3) HERPES
AM-5 F 44 anos Cefaleia, paresia de MMII, 16,0 396,0 50,0 155 EBV (+) NEG NR NHCB
rebaixamento do nivel de
consciéncia, confusdo mental
AM-6 F 68 anos Rebaixamento do nivel de NR NR NR NR HSV-1 NEG NR NHCB
consciéncia, afasia +)
AM-7 M 8anos  Febre, vomito, cefaleia, rigidez 63,0 59,0 354 906 HSV-2 NEG NR NHCB
de nuca (+)
AM-8 F 77 anos Lesdes vesiculares em face, 54,0 70,0 20,1 177 VZV (+) NEG NR NHCB
herpes zdster de face
AM-9 M 17 anos Febre, astenia, tontura, 107,0 21,8 2,5 26 CMV (+) NEG NR NHCB

nauseas, cefaleia, paresia de
MMII, fotofobia

F: feminino; M: masculino; MMII: membros inferiores; NEG: negativo; NHCB: néo houve crescimento bacteriano; NR: néo realizado.
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Tabela 3: Caracteristicas sociodemograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes que tiveram o liquido cefalorraquidiano

sugestivo de infeccdo bacteriana, mas que ndo foram confirmados por testes convencionais e moleculares.

PERFIL DO LCR DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
coD SEXO IDADE SINTOMAS GLICOSE PROTEINAS LACTATO CITOMETRIA PCR GRAM LATEX CULTURA PCR
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (cels/mm3) HERPES
AM- F 20 anos Febre, 27,0 198,9 106,1 16 NR BGN NR NHCB 16S
10 vomito, (+)
taquicardia,
cefaleia,
rebaixamento
do nivel de
consciéncia,
irritabilidade
AM- M 12 anos Né&o 0,0 2.856,0 3.491,0 1.408 NR NEG NR NHCB 16S
11 informado )
AM- M 8 meses Febre, 39,0 93,0 50,9 2.133 NEG NEG NR NHCB
12 vOmitos, 16S
irritabilidade, )
rigidez de
nuca
AM- M 3 meses Febre, 5,0 489,0 72 181 NEG DCGP NEG NHCB 16S
13 diarreia, +)
vomito

F: feminino; M: masculino; NEG: negativo; NHCB: ndo houve crescimento bacteriano; NR: néo realizado.
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Tabela 4: Caracteristicas sociodemogréficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes que tiveram o liquido cefalorraquidiano sugestivo de

infeccdo viral, mas que ndo foram confirmados por testes convencionais e moleculares.

PERFIL DO LCR DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
coD SEXO IDADE SINTOMAS GLICOSE PROTEINAS LACTATO CITOMETRIA PCR GRAM LATEX CULTURA
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (cels/mm?3) HERPES
AM-14 M 5 meses Nao informado 74,0 1898,0 169,0 42 NEG NEG NR NHCB
AM-15 F 5 meses Diarreia, vomito, crise 61,0 159,0 11,9 5 NEG NEG NR NHCB
convulsiva
AM-16 F 49 anos Cefaleia, rebaixamento do 59,0 201,0 40,1 28 NEG NEG NR NHCB
nivel de consciéncia, febre
AM-17 M 5 anos Nao informado 80,0 247,3 16,1 0 NEG NEG NR NHCB

F: feminino; M: masculino; NEG: negativo; NHCB: ndo houve crescimento bacteriano; NR: néo realizado.
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O caso suspeito foi definido quando: 1) contagem celular global do LCR era superior
a 5 células/mms3; I1) na presencga de um ou mais sinais e sintomas clinicos de infec¢ao do sistema
nervoso; Ill) e alteracdo nos parametros bioquimicos, porém sem confirmagdo do agente

etioldgico pelos métodos laboratoriais convencionais e moleculares.

4.3.ASPECTOS ETICOS

Este estudo faz parte de um projeto maior denominado “Monitoramento dos casos
suspeitos de infeccdo viral no sistema nervoso em uma regido endémica para arbovirus durante
a pandemia de COVID-19”, submetido e aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da FMT-
HVD (CEP/FMT-HVD), através do parecer n° 5.453.362. E um dos objetivos especificos com

a finalidade de analisar as amostras pela metodologia de sequenciamento de nova geracao.

4.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO
O Laboratdrio de Bacteriologia da GERBAC/FMT-HVD é referéncia na analise do
LCR, recebendo amostras de LCR da demanda espontanea da propria instituicdo, e de outros
hospitais e prontos socorros da cidade de Manaus. As amostras recebidas sdo analisadas e
armazenadas caso necessitem de reandlise. Para a realizacdo do painel viral, uma aliquota de

no minimo 200uL do LCR é estocada a -80°C para posterior anélise (Fluxograma 1).

RECEBIMENTO DA
AMOSTRA

N

ANALISE COLORAGAO,
QUIMIOCITOLOGICA[ ™| LATEX E CULTURA

DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL

Agente etioldgico identificado?

RS

AMOSTRAS 2 amostras - menipgite bacu_aria_na confirmada
SELECIONADAS | 1 amostra - suspeita de meningite

2 amostras - encefalite herpética confirmada

A
EXTRAGAO DO CONSTRUGAOD SEQUENCIAMENTO
DNA DA BIBLIOTECA METAGENOMICO

Fluxograma 1: Fluxo de trabalho para analise e selecdo das amostras de liquido
cefalorraquidiano incluidas no estudo, no periodo de janeiro de 2020 a novembro de 2022.
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4.4.1. ANALISE BACTERIOLOGICA

A anélise do LCR inclui uma analise fisica, onde s&o observadas as caracteristicas do
LCR, como volume, cor, aspecto e presenca ou auséncia de coagulos. A andlise bioquimica
permite a dosagem dos niveis de glicose (glicorraquia), proteinas (proteinorraquia) e lactato
(lactatorraquia). Em seguida, a andlise citoldgica é realizada para contagem global de leucécitos
na cdmara de Fuchs-Rosenthal e diferenciag&o celular a partir de coloracdo hematologica. Por
fim, a analise microbioldgica, onde sdo realizadas laminas contendo o sedimento do LCR, as
quais séo coradas pelo método de Gram para a realizacao da bacterioscopia, Coloracéo de Ziehl-

Neelsen para pesquisa de BAAR e tinta da China (Nankin) para pesquisa de Cryptococcus sp.

4.4.2. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Para a realizacdo do diagnostico diferencial, foi realizado o painel viral e as amostras
estocadas foram submetidas a extracdo do DNA/RNA, através do kit comercial ReliaPrep™
TNA Viral Purification (Promega), seguindo as recomendacdes do fabricante. O DNA/RNA
eluido foi utilizado para a realizacdo de PCR em tempo real qualitativa (QPCR). Os agentes
virais testados foram da familia Herpesviridae, que incluiu Herpes Simplex tipo 1 e 2 (HSV-1
e 2), Varicela zoster virus (VZV), Epstein-baar virus (EBV) e citomegalovirus (CMV). Os
oligonucleotideos e condi¢des de ciclagem utilizadas para a qPCR foram descritos previamente

por outros autores (Tabela 5).

Tabela 5: Relacdo de primers (oligonucleotideos) utilizados na qPCR para o diagnostico
diferencial das amostras de LCR no periodo de janeiro de 2020 a novembro de 2022.

ALVO OLIGONUCLEOTIDEOQS - 5°-3’ REFERENCIA
Herpes simplex  Primer F — CGGCCGTGTGACACTATCG
tipo 1 (HSV-1)  Primer R — CTCGTAAAATGGCCCCTCC WEIDMANN et al., 2018
Probe — JOE- CCATACCGACCACACCGACGAACC-lowa
B®FQ
Herpes simplex  Primer F— CGCTCTCGTAAATGCTTCCCT
tipo 2 (HSV-2)  Primer R— TCTACCCACAACAGACCCACG WEIDMANN et al., 2018
Probe — JOE-CGCGGAGACATTCGAGTACCAGATCG-
IB®FQ
Virus da Primer F— CGGCATGGCCCGTCTAT
Varicela zoster ~ Primer R— TCGCGTGCTGCGGC WEIDMANN et al., 2018
(VZV) Probe - FAM-ATTCAGCAATGGAAACACACGACGCC-

DABCYL
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Epstein-Baar Primer F - GGAACCTGGTCATCCTTTGC
virus (EBV) Primer R - ATGGACCGGTTAATCCGATCT SIDDIQI et al., 2014
Probe - FAM-AGCGAGCAGTACGAGTGCCTGCG-TAMRA

Citomegalovirus Primer F— CTTAACCACTACAGCAAAGGTACGA
(CMV) Primer R — ATGATAGCGGCGTTAGGTGACA SIDDIQI et al., 2014
Probe - FAM-TGCCCGAAACGAATAGCGTTGCC-TAMRA

Primer F: forward; Primer R: reverse; Probe: sonda marcada com fluorescéncia.
4.4.3. PCR DO GENE 16S rDNA BACTERIANO
A PCR do gene 16S rDNA bacteriano foi realizada para triagem das amostras
suspeitas e confirmadas para meningite bacteriana. Para a detecgdo, foi realizada PCR
convencional com os primers e condi¢cdes de ciclagem previamente descritos (Tabela 6). A
visualizacao das bandas foi realizada em gel de agarose 0,8% e o resultado foi positivo quando

observado fragmento de DNA com tamanho de 214pb.

Tabela 6: Primers (oligonucleotideos) utilizados na PCR convencional para a deteccédo do gene

16S rDNA nas amostras de LCR no periodo de janeiro de 2020 a novembro de 2022.

ALVO OLIGONUCLEOTIDEOS - 5°-3° REFERENCIA
16S rDNA Primer F - GAGGAAGGIGIGGAIGACGT CHENG et al., 2006
Primer R — AGICCCGIGAACGTATTCAC

Primer F: forward; Primer R: reverse.

4.5.ANALISE POR SEQUENCIAMENTO

Para esta etapa, foi utilizada a plataforma Illumina MiSeq System que realiza

sequenciamento por sintese, baseada na ligacdo de fragmentos de DNA em beads que

posteriormente sdo submetidas a purificacdo para uso em plataformas de sequenciamento.

45.1. QUANTIFICACAO DO DNA

O DNA foi quantificado por fluorometria pelo kit Qubit™ dsDNA HS Assay
(Invitrogen™), o qual fornece quantificagdo precisa e seletiva para DNA dupla fita, proteinas
e nucleotideos livres. Primeiro, a solugdo de trabalho foi preparada em uma dilui¢do de 1:200
de Qubit™ dsDNA HS Buffer e adicionado a um tubo de microcentrifuga de 1,5mL um volume
final de 200pL, conforme informado no protocolo do fabricante. Para as solugfes, 190uL do
buffer foram misturados a 10pL dos padrdes e deixados a temperatura ambiente por 2 minutos.
Para as amostras, 1uL de cada amostra foi adicionado a 199uL de buffer e incubados a
temperatura ambiente. Apds a leitura dos padrBes no equipamento, as amostras foram

quantificadas em ng/uL.
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45.2. CONSTRUQAO E ANALISE DA BIBLIOTECA

Para a construcdo da biblioteca, o kit Illumina DNAPrep (lllumina) foi utilizado
(Apéndice 1) com as cinco amostras de LCR selecionadas para o estudo. O fluxo do kit permite
a construcao de biblioteca genémica a partir da fragmentacdo do DNA usando beads ligadas a
transposons, onde o DNA é fragmentado em uma reacdo enzimatica e marcado com
adaptadores. Um input de DNA de 100-500ng do produto da extracdo de &cido nucleico foi
utilizado para esta etapa, ndo ultrapassando 30uL de DNA. Em casos de volume menor que
30uL, foi completado com Nuclease-free water (NFW). O processo de fragmentacdo do DNA

acontece a 55°C por 5 minutos, e resfriamento a 10°C.

Apds esse processo, uma primeira limpeza foi realizada para lavagem do DNA
marcado com adaptador, antes da amplificacdo por PCR. Essa etapa foi realizada com beads
magnéticas disponiveis no kit. Uma incubagdo de 15 minutos a 37°C e resfriamento a 10°C é
necessaria. A amplificagdo do fragmento de DNA acontece usando um programa de PCR
limitado por ciclos baseados na concentracdo do input de DNA. Nessa etapa, foram adicionados
os adaptadores index 1 (i7) e index 2 (i5) nas sequéncias requeridas que geraram os clusters de

sequenciamento.

Uma nova limpeza foi realizada por beads para purificar as bibliotecas amplificadas.
Apbs a purificacdo, a biblioteca foi normalizada a 4nM com hidréxido de sédio (NaOH) 0,2M
e 0 pool de bibliotecas foi preparado a partir da combinacdo de 5uL de cada biblioteca. A
quantificacdo da biblioteca foi realizada pelo método de fluorometria para DNA dupla fita
(Topico 4.5.1). A normalizacdo da biblioteca garante a qualidade e maior chance de sequenciar

varios fragmentos de DNA, gerando uma 6tima quantidade de reads para posterior analise.

4.5.3. SEQUENCIAMENTO E ANALISE BIOINFORMATICA

O sequenciamento metagendmico foi realizado na plataforma Illumina MiSeq System,
para gerar até 5 milhdes de reads por amostra, em flowcell com capacidade para 25 milhdes de
reads. Os arquivos fastq gerados pelo equipamento foram baixados e validados para analise de
qualidade de reads visualizadas através do q score, que verifica a perda sobre cada leitura. Para
isso, foi utilizada a plataforma Galaxy (Galaxy Version 0.73) e a ferramenta Fastqc (Versao
0.11.9) que fornecer a verificacdo do controle de qualidade dos dados brutos provenientes do

sequenciamento.

Para melhorar a qualidade dos reads, o pré-processamento das reads pela ferramenta

Trimmomatic (Versdo 0.38) consistiu em: (i) remocdo dos nucleotideos no inicio e final das
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reads quando o q score < 25; (ii) remocdo de bases das reads quando q score < 20 a cada 4
nucleotideos; (iii) remocdo de reads com qualidade média de g score < 25. Uma nova
verificacdo da qualidade foi realizada pela ferramenta Fastqc (Versdo 0.11.9). A anélise da
qualidade foi ainda confirmada pelo DRAGEN germlines, disponivel no BaseSpace da Illumina
(https://basespace.illumina.com). Esse pipeline permite uma analise secundaria de ponta a
ponta de arquivos fastq para dados de NGS. O DRAGEN ¢é capaz de mapear, grafar e referenciar

multigenomas.

Para andlise da diversidade microbiana, foi utilizado o DRAGEN metagenomics
pipeline, disponivel no BaseSpace da Illumina (https://basespace.illumina.com). Essa
plataforma prové uma andlise precisa e abrangente de dados de sequenciamento de alta
profundidade, além de reconhecer as sequéncias referentes ao genoma humano, e limpéa-las
antes da andlise. Os microrganismos listados foram analisados conjuntamente aos achados
clinicos e laboratoriais dos pacientes, para compreender a diversidade microbiana do fluido e o

possivel agente causador da infeccao.

A ferramenta KRAKEN2 foi utilizada para classificar as sequéncias do arquivo fastq
comparando com um banco de dados de organismos. Através dessa analise foi possivel
distinguir os organismos de interesse daqueles considerados contaminacgdes. O banco de dados
é uma lista de kmers que mapeiam e realizam as classificacGes taxonémicas. O KRAKEN2
divide as sequéncias do arquivo fastq para comparar com o banco de dados, e assim encontrar

a taxonomia mais provavel para tal.
4.6. FINANCIAMENTO

Este projeto foi submetido e aprovado ao Edital n°® 010/20221 — CT&I Areas
prioritarias da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM) sob o titulo
“Estudo da diversidade microbiana no liquido cefalorraquidiano por sequenciamento de nova
geragdo (NGS) no Amazonas”, sob nimero de protocolo 54217.UNI1855.4061.22082021. Esse
projeto conta com recurso para custeamento de materiais de consumo, materiais permanentes e

bolsa de apoio técnico.
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5.1. DADOS SOCIODEMOGRAFICOS E CLINICOS DOS PACIENTES

Um total de 17 amostras foram selecionadas, sendo 9 delas pertencentes a homens e 8
mulheres. A idade média dos pacientes foi de 24 anos, variando de 3 meses a 77 anos. Os dados
clinicos de apenas 14 pacientes foram recuperados a partir de prontuario médico eletrdnico,
pois os outros 3 ndo tinha informac6es. Os principais sintomas apresentados foi febre em 57,1%
(8/14) dos pacientes, seguido de rebaixamento do nivel de consciéncia em 42,8% (6/14) e
vomito com 35,7% (5/14).

5.2.PROCESSAMENTO DOS DADOS

Das 17 amostras testadas, em apenas 5 (29,4%) foi possivel recuperar os dados para
analise, devido a baixa qualidade das sequéncias mesmo com quantificacdo de DNA suficiente
para a construcdo da biblioteca. O sequenciamento retornou um total de 15.696.300 reads com
contelldo GC de 39-41%, onde incluiu informacfes das cinco amostras de LCR. No geral, a
andlise de qualidade dos reads foi de 86,10% para sequéncias de boa qualidade com q score >
30. Cada arquivo fastq das amostras incluidas na biblioteca também passou pela anélise de
qualidade na plataforma Galaxy, pela ferramenta Fastqc, onde tiveram q score > 32 apds

processamento (Fig. 5).

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)
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Figura 5: Visdo geral dos valores de qualidade em todas as bases ap0s processamento do
arquivo pela ferramenta Fastqc.
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5.3.MAPEAMENTO DAS AMOSTRAS

Os arquivos fastq foram submetidos ao pipeline de metagendmica DRAGEN e
comparados com sequéncias de microrganismos depositadas em banco de dados para a analise
taxonémica. Em média, um total de 1.399.082 de reads alinhadas (hits) eram referentes ao
genoma do hospedeiro, e em cerca de 15,3% dos fragmentos foi possivel classificar 167
espécies de microrganismos encontrados nas amostras (Tabela 7). Todas os arquivos das

amostras foram analisados separadamente.

Tabela 7: Analise das reads das amostras incluidas na biblioteca e mapeamento das espécies

identificadas.

Apos retirada do Total de
Total de Fragmentos Fragmentos Fragmentos néo
Amostra genoma do espécies
reads classificados classificados (%0) classificados

hospedeiro (reads) identificadas
Caso 1 2.331.458 59.039 7.970 13,5 51.069 65
Caso 2 1.390.647 16.232 3.345 20,6 12.887 41
Caso 3 241.822 3.438 517 15,04 2.921 9
Caso 4 1.799.063 12.518 1.791 14,31 10.727 31
Caso 5 1.342.404 18.756 2.510 13,38 16.246 21

54. ANALISE DOS DADOS METAGENOMICOS E CARACTERIZACAO
TAXONOMICA

Das quatro amostras confirmadas laboratorialmente para bactérias e virus, em 75%
(3/4) o resultado da analise metagendmica corroborou com o achado microbioldgico
convencional e diferencial das amostras. No geral, a analise metagen6mica mostrou a
predominancia do filo Proteobacteria (9,9%), Firmicutes (2,59%) e Actinobacteria (0,29%)
(Fig. 6). Nao houve diferenca entre as amostras confirmadas ou suspeita para infec¢do viral ou

bacteriana.
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Figura 6: Distribuicdo dos filos bacterianos alinhados para as sequéncias das amostras de
LCR analisadas no estudo.

54.1. CASO1

Paciente do sexo feminino, 40 anos, deu entrada na unidade hospitalar devido a um
quadro clinico de febre, cefaleia, dor na movimentacdo da regido cervical, rigidez de nuca e
presenca de equimoses no corpo. Previamente ao quadro clinico, ela encontrava-se
acompanhando seu filho, o qual estava internado na unidade de terapia intensiva (UTI) infantil
por meningite bacteriana. Foi iniciado tratamento com ceftriaxona, 1g a cada 12 horas, por 7
dias, associado a dexametasona 4mg, uma vez por dia. A paciente evoluiu com melhora clinica

e, apos um periodo de internacdo de 8 dias, recebeu alta hospitalar.

Na andlise das reads geradas para essa amostra, em 87% ndo houve alinhamento (hits)
com nenhuma espécie (Fig. 7). Apenas 1% foi alinhado para genoma bacteriano, dos quais a
maior porcentagem era referente ao filo Proteobacteria (0,9%). A classe mais frequente foi
Betaproteobacteria, e os principais taxons alinhados foram dos géneros Staphylococcus
(0,69%), seguido de Bacillus (0,12%) e Neisseria (0,05%), das quais S. cohnii (0,67%), B.
litoralis (0,02%) e N. meningitidis (0,03%) foram as espécies mais identificadas,
respectivamente (Figura 8A e 8B). O achado corroborou com a microscopia e teste de

aglutinacdo realizada na amostra que evidenciou a presenca desta bactéria na amostra de LCR.
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Figura 7: Visualizacdo metagendmica interativa pelo software KRONA da amostra (AM-1) confirmada laboratorialmente e pelo sequenciamento
para N. meningitidis.
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Figura 8: Distribuicdo da microbiota predominante a nivel de filo (A) e género (B) na amostra
de LCR do Caso 1 pelo KRAKENZ2.

5.4.2. CASO?2

Paciente do sexo masculino, com 4 meses de idade, deu entrada na unidade hospitalar
de Sdo Gabriel da Cachoeira devido a um quadro clinico de choro frequente ha 7 dias, associado
a distensdo abdominal e sonoléncia. Devido a falta de melhora clinica, foi transferido para a
cidade de Manaus. No dia seguinte a internacdo, apresentou febre e vémitos, mantendo boa
succ¢do durante aamamentacdo. O paciente apresentou piora clinica progressiva e foi transferido
para a UTI em estado grave, onde foi realizada intubacdo orotraqueal e foi colocado em
ventilacdo mecanica. O paciente evoluiu com sepse grave associada a choque séptico refratario,

resultando em ébito.

Atraves da cultura do LCR no laboratério obteve-se crescimento da bactéria P.
mirabilis, ndo sendo confirmada pela analise metagenémica. A analise das reads retornou 9%
de sequéncias bacterianas (Fig. 9), das quais 8,64% pertenciam ao filo Proteobacteria,
principalmente da classe Gammaproteobacteria (Fig. 10A). O género mais identificado foi
Salmonella (7,59%), com sequéncias alinhadas para a espécie Salmonella enterica (4,25%),
subespécie S. enterica subsp. enterica serovar Javiana (0,18%) (Fig. 10B). Além das bactérias,
nessa amostra também foi identificado 0,01% de genoma viral, referente ao género

Alphatorquevirus, espécie Torque teno virus 24 (0,01%).
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Figura 9: Visualizacdo metagendmica interativa pelo software KRONA da amostra confirmada laboratorialmente e ndo confirmada pelo
sequenciamento para P. mirabilis.
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Figura 10: Distribuicdo da microbiota predominante a nivel de filo (A) e género (B) na
amostra de LCR do Caso 2 pelo KRAKEN2.

5.43. CASO3

Paciente do sexo feminino, 68 anos, com quadro clinico de olhar vago, rebaixamento
do nivel de consciéncia, afasia, desorientacdo e sincope, deu entrada no Hospital e Pronto
Socorro 28 de agosto, onde esteve internada durante 5 dias. Durante sua internacdo, manteve
quadro de desorientacdo associado a febre e episodios de agitacdo psicomotora. Foi transferida
para o Hospital Universitario Getulio Vargas para investigacdo diagndéstica. Na sua chegada,
permanecia afasica e ndo obedecia a comandos. Foi realizada pun¢do lombar para analise de
LCR, com resultado positivo para HSV-1, recebendo diagnostico de encefalite herpética. Foi
iniciado tratamento com aciclovir endovenoso, 10mg/kg a cada 8 horas, durante 34 dias. A

paciente evoluiu com melhora clinica e, apds um periodo de internacédo de 35 dias, recebeu alta.

Na analise das sequéncias, 0,35% das reads foram alinhadas ao genoma do género
Simplex virus (Fig. 11), dos quais 0,32% eram referentes ao HSV-1 (Fig. 12A e 12B). Além
disso, o filo Proteobacteria foi o mais predominante (0,15%) entre as bactérias, principalmente
para a classe Gammaproteobacteria, género Acinetobacter (0,12%), espécie Acinetobacter

calcoaceticus/baumannii complex (0,03%), e Cutibacterium (0,06%).
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Figura 11: Visualizagdo metagendmica interativa pelo software KRONA da amostra confirmada laboratorialmente e pelo sequenciamento para
HSV-1.
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Figura 12: Distribuicdo da microbiota predominante a nivel de filo (A) e género (B) na
amostra de LCR do Caso 3 pelo KRAKEN2.

54.4. CASO4

Paciente do sexo feminino, 77 anos, com antecedente de hipertensdo arterial sistémica,
deu entrada no hospital devido a surgimento de lesdes vesiculares em face associadas a dor do
tipo ardéncia, recebendo diagndéstico de herpes zoster facial. Na analise de sequéncias, foi
observada a predominancia do género Varicellovirus (0,12%), correspondente a espécie VZV

que foi alinhada em 0,12% das sequéncias obtidas (Fig. 13), corroborando com o diagnostico

realizado por qPCR.

Houve também alinhamento para o genoma bacteriano, sobretudo do filo Firmicutes
(0,18%) e Proteobacteria (0,1%) (Fig. 14A). Dentre os géneros mais frequentes, Staphylococcus
(0,08%) e Listeria (0,04) foram os mais identificados para os filos Firmicutes e Proteobacteria,
respectivamente (Fig. 14B). Os S. aureus (0,07%) e S. epidermidis (0,01%) foram as espécies

mais frequentes do género Staphylococcus, e L. monocytogenes (0,04%) para o género Listeria.
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Figura 13: Visualizagdo metagendmica interativa pelo software KRONA da amostra confirmada laboratorialmente e pelo sequenciamento para
VZV.
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Figura 14: Distribuicdo da microbiota predominante a nivel de filo (A) e género (B) na
amostra de LCR do Caso 4 pelo KRAKEN2.

545. CASO 5

Paciente do sexo feminino, 20 anos, deu entrada no pronto socorro com quadro de
agitacdo psicomotora e desorientacdo. Esta relatou quadro de otalgia com duas semanas de
evolucdo associada a febre e cefaleia ha uma semana. Fez uso de amoxicilina com acido
clavulanico (875mg/125mg) durante 7 dias, porém evoluiu sem melhora com vomito,
excitacdo, irritabilidade, taquicardia e rebaixamento do nivel de consciéncia. No pronto socorro,
recebeu diagnostico de mastoidite a direita, sendo necessaria internacdo onde foi realizado
tratamento com meropenem 500mg a cada 8 horas. A cultura do LCR foi negativa, a paciente

evoluiu com melhora clinica e, apds 14 dias de internacdo, recebeu alta hospitalar.

Nessa amostra, a analise das sequéncias identificou 2% de genoma bacteriano,
principalmente do grupo Terrabacteria (Fig. 15). O filo Firmicutes (1,44%) foi predominante,
seguido de Proteobacteria (0,11%) (Fig. 16A). Dentre o filo Firmicutes, os géneros
Staphylococcus (1,1%) e Streptococcus (0,33%) foram os mais alinhados. Burkholderia
(0,07%) representou o principal género do filo Proteobacteria (Fig. 16B), dos quais as espécies
S. haemolyticus (0,78%), S. pneumoniae (0,23%) e complexo B. cepacia (0,07%) foram os mais

frequentes, respectivamente.
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Figura 15: Visualizagdo metagendmica interativa pelo software KRONA da amostra suspeita de infecgdo bacteriana.
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Figura 16: Distribuicdo da microbiota predominante a nivel de filo (A) e género (B) na
amostra de LCR do Caso 5 pelo KRAKEN?2.
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Este estudo mostrou a utilidade do mNGS para o conhecimento das comunidades
microbianas presentes no LCR, sobretudo de bactérias e virus, como ferramenta para
identificacdo de potenciais patdgenos causadores de infecgdes no SNC. A abordagem foi til
para identificar precisamente os patdgenos em 5 das amostras de LCR que eram sabidamente
positivas para virus e bactérias. Em uma amostra que era desconhecida a etiologia da infec¢do
do SNC, o mNGS retornou sequéncias que foram alinhadas a potenciais patdgenos,
relacionando-os ao estado clinico do paciente. Apesar dos desafios enfrentados na analise
metagendmica, advindos desde a execucdo da construcdo da biblioteca até a analise de
bioinforméatica, 0 MNGS é promissor para uso em laboratdrio clinico de rotina (PETERSEN et
al. 2019).

As bactérias sdo as principais causas de infec¢bes do SNC e responsaveis por altas
taxas de mortalidade e morbidade, especialmente na populacdo pediatrica. Em nosso estudo,
duas amostras de LCR com diagndstico de infec¢do bacteriana por N. meningitidis e P. mirabilis
foram testadas, e em apenas uma o resultado foi concordante com a analise por mNGS. A
amostra de LCR analisada para meningite meningocdcica pertencia a uma paciente com
historico de contato com individuo infectado, a qual recebeu antibioticoterapia e evoluiu com
alta. A N. meningitidis € um patégeno comensal colonizador da mucosa orofaringea e
transmitido através de secrecOes respiratorias passadas pelo contato com individuos infectados.
Alguns estudos observacionais avaliaram o efeito das vacinas na transmissdo de N.
meningitidis, onde para os sorogrupos A e B a transmisséo foi significativamente reduzida. No
presente estudo, ndo foi possivel avaliar se a paciente ou contactante estavam com o esquema
vacinal completo contra N. meningitidis (ASTURIAS et al., 2022; BALMER et al., 2018;
SUTHAR; SANKHYAN, 2019).

A maioria das reads obtidas dessa amostra de LCR n&o foram alinhadas ao género
Neisseria, e sim para Staphylococcus e Bacillus. S. cohnii é um estafilococo coagulase-negativa
que ja foi reportado como agente causador de infeccdo em duas amostras de LCR analisadas
por métodos diagnosticos convencionais, como coloracdo de Gram, cultura, teste de catalase,
fermentacdo de glicose e auséncia da coagulase. Vale ressaltar que ha uma dificuldade em
considerar estafilococos coagulase-negativa como patdgenos verdadeiros, uma vez que estes
fazem parte da microbiota normal do hospedeiro. B. litoralis é um bacilo Gram-positivo ou
Gram-variavel que habita solo e poeira. Com excecdo do B. anthracis, agente etiologico do
antrax, as espécies do género Bacillus sdo organismos de baixa viruléncia e raramente capazes

de causar infeccbes em hospedeiros humanos. Um relato de caso de pseudomeningite por
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espécie de Bacillus em um hospedeiro normal ja foi reportado, porém o microrganismo foi
considerado como contaminante do meio onde o LCR foi cultivado. Ainda que as reads ndo
tenham sido majoritariamente alinhadas para o género Neisseria, acreditamos que 0s taxons
predominantes podem estar relacionados a contaminacdo do fluido com a microbiota do
hospedeiro e que foram identificados dada a alta sensibilidade do teste. (BECKER,;
HEILMANN; PETERS, 2014; BERNER et al., 1997; CUNHA; SCHOCH; BONOAN, 1997,
LEBESSI et al., 2009; SMITH et al., 1982)

A segunda amostra de LCR analisada foi positiva na cultura para P. mirabilis, porém
nenhuma das reads obtidas para essa amostra foi alinhada ao género Proteus. Ademais, houve
predominancia do filo Proteobacteria, com 7,59% de hits para o género Salmonella. Esse género
comporta atualmente duas espécies que sdo S. enterica, subdividida em 6 subespécies, e S.
bangori. As subespécies de S. enterica abrigam todas as Salmonella capazes de causar infec¢des
em humanos. A meningite por Salmonella € rara, porém dentre todas as enterobactérias elas
tém maior probabilidade de atravessar a BHE de forma intacta, sem que sejam eliminadas pelo
sistema imune do hospedeiro. InfeccBes invasivas por Salmonella ndo-tifoide multirresistentes
ja foram relatadas na literatura, sobretudo em criangcas com menos de 6 meses de idade, com
taxas de mortalidade de 20%. Em nosso estudo, o paciente relatado com meningite tinha 4
meses de idade, e evoluiu a 6bito devido a uma piora no seu quadro durante a internacao
(FIERER, 2022; TAPIA et al., 2015; WEN; BEST; NOURSE, 2017).

A subespécie S. enterica subsp. enterica serovar Javiana é o quarto sorotipo mais
relatado para infecces em humanos nos EUA. Um estudo avaliou 50 amostras ambientais,
alimentares e clinicas positivas para S. enterica serovar Javiana, das quais 46/50 foram
sensiveis a cloranfenicol, gentamicina, canamicina, acido nalidixico e sulfisoxazol. Baixas
frequéncias de resisténcia foram encontradas a tetraciclina e ampicilina. Além disso, em uma
analise de expressao de genes de viruléncia, os autores observaram que todos as amostras foram
positivas para o gene cdtB, que expressa a toxina distendente citoletal B, considerada uma
toxina tifoide que ndo € comum em subespécies de S. enterica. Esses relatos nos alertam para
realizacéo de futuras analises que permitam a identificacdo de genes de resisténcia e viruléncia
através da analise de bioinformatica, como ferramenta para vigilancia genébmica de resisténcia
antimicrobiana (HUDSON et al., 2020; MEZAL; STEFANOVA; KHAN, 2013).

Além de Salmonella, nessa amostra também houve alinhamento de genoma viral em
0,01% das reads, referentes ao género Alphatorquevirus. O Torque teno virus (TTV) pertence

a familia Anelloviridae que foi recentemente adicionada a lista de agente virais que podem
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causar infec¢bes em humanos. Porém, a relacdo que esses patdgenos estabelecem com o SNC
de hospedeiros infectados ainda nao estd bem esclarecido. Um estudo avaliou 32 amostras
pareadas de soro e LCR de pacientes com desordens neuroldgicas, incluindo encefalites e
meningites. Dentre estes, 24/32 testaram positivo para TTV no soro, dos quais 3/24 foram
positivos também no LCR. Os autores relataram uma baixa prevaléncia de TTV no LCR,
indicando que a presenga do virus no LCR de pessoas com TTV confirmada no soro € pouco
frequente (12,5%). Nés ndo podemos inferir de que forma o TTV pode ter contribuido para o
mau progndstico do paciente, uma vez que estudos mais aprofundados para o entendimento da
patogénese do TTV no SNC sdo necessarios (IKUTA et al., 2019; MAGGI et al., 2001;
MAGGI; BENDINELLI, 2010).

As infeccBes virais continuam sendo importantes causas de infeccdes do SNC, e estdo
associadas a altas taxas de mortalidade e sequelas a longo prazo. Dentre as amostras de LCR
aqui estudadas, duas eram positivas para os virus da familia Herpesviridae. Um estudo na
Suécia incluiu 21 amostras de LCR em uma anéalise metagendmica, as quais tinham qPCR
positiva para HSV-1, EBV, VZV e/ou virus John Cunningham (JCV). Dentre estas, apenas em
sete amostras ndo foram identificadas sequéncias virais, mostrando a alta sensibilidade do
MNGS na deteccdo de virus no SNC. Em nossa analise, 0 mNGS foi capaz de detectar as
sequéncias virais de DNA presentes nas amostras de LCR e o0s pipelines de bioinformatica
permitiram a identificacdo taxondmica, ainda que em pouca quantidade, levando em
consideracdo as frequéncias absolutas apresentadas (KAKOOZA-MWESIGE; TSHALA-
KATUMBAY; JULIANO, 2019; OLAUSSON et al., 2022).

De fato, 0 mMNGS apresenta uma forma de processamento mais simples de amostras
bioldgicas, o qual permite detectar patdgenos raros e ndo-cultivaveis. Apesar dos esforcos nas
metodologias convencionais em chegar a concluséo da etiologia da infeccdo no SNC, em alguns
casos esse resultado ndo € possivel. Em nosso estudo, incluimos na analise uma amostra de
LCR que ndo tinha diagnadstico etioldgico pelas vias convencionais laboratoriais. A paciente foi
diagnosticada com mastoidite, que € uma complicacdo relativamente rara da otite média,
causada principalmente por S. pneumoniae, S. pyogenes e S. aureus. As sequéncias obtidas para
essa amostra foram alinhadas principalmente a espécies dos géneros Staphylococcus,
Streptococcus e Burkholderia (LEBER et al., 2016; ZHANG et al., 2020).

Alguns casos de meningite por S. haemolyticus ja foram descritos na literatura, porém
nenhum deles foi associado a mastoidite ou como consequéncia de otite média. Em vez disso,

estdo relacionados as infecgdes nosocomiais, pos-cirdrgicas ou ao uso de cateteres. Entretanto,
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um caso de meningite por S. pneumoniae devido a mastoidite aguda foi relatado em um homem
de 63 anos, que deu entrada ao pronto-socorro e evoluiu rapidamente com sintomas
neuroldgicos, sendo submetido a intubacgéo orotraqueal e transferido para UTI. Apos tratamento
com antimicrobianos e corticoides, 0 paciente apresentou melhora e evoluiu com alta. Nossos
dados sugerem que apesar de ser um patdégeno comum associado & meningite e mastoidite, o S.
pneumoniae ndo tenha sido o principal causador da infec¢do no LCR da paciente do caso 5,
uma vez que os achados microscopicos pela coloracdo de Gram afirmaram a presenca de bacilos
Gram-negativos, caracteristica que ndo pertence a essa espécie. No entanto, ndo podemos
descartar a possibilidade de que S. pneumoniae também tenha participado do processo
infeccioso (MATHERN; CALESTINO, 2020; MIZUNO et al., 2023; VIJAYAN et al., 2019).

O complexo B. cepacia é formado por diferentes espécies Gram-negativas patogénicas
e emergentes que causam infecgdes fatais, sobretudo em pacientes com fibrose cistica. Até o
presente momento, ndo ha estudos relatando casos de meningite por B. cepacia devido a
mastoidite ou otite média. Em contrapartida, dois pacientes ja foram descritos com infeccdo no
SNC por esse patogeno, no qual um deles era uma crianca de trés anos que deu entrada em um
hospital na Republica Centro-Africana com sinais meningeos, e a infeccdo no LCR foi
confirmada por cultura e sequenciamento do gene 16S rDNA. O outro caso relatado foi de uma
infeccdo por um membro do complexo, B. multivorans, em um homem de 55 anos com dois
episddios de infeccbes da corrente sanguinea devido ao uso de catéter venoso central. A
paciente relatada em nosso estudo evoluiu com alta apds 14 dias de internacao, onde fez uso de
antibiotico de amplo espectro que foi efetivo para eliminar a infeccdo (FRANK et al., 2019;
PERALTA etal., 2018; SFEIR, 2018).

O estudo teve algumas limitagdes, pois alguns dados ndo puderam ser recuperados
devido a sua natureza retrospectiva. As técnicas de sequenciamento e analise de sequéncias para
classificacdo taxonémica representaram um desafio por ser o primeiro estudo realizado na
instituicdo utilizando tecnologia de NGS em amostras de LCR. Além disso, algumas sequéncias
ndo puderam ser analisadas por requerer maquina com grande capacidade de armazenamento
de dados, impossibilitando a execucdo de pipelines para andlise das sequéncias e

aprimoramento das que foram realizadas.
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A abordagem mNGS permitiu caracterizar taxonomicamente 0s patdgenos que
potencialmente podem causar infecgfes no SNC em humanos, principalmente na amostra que
ndo teve a identificacdo etioldgica pelos testes convencionais. Nesse estudo, até o presente
momento, foi relatado o primeiro caso de meningite pelo complexo B. cepacia devido a
mastoidite apresentada em decorréncia de uma otite média. Além disso, 0 MNGS foi altamente
sensivel na deteccdo de virus e bactérias nas amostras positivas em culturas, latex ou qPCR.

A deteccdo molecular para os virus da familia Herpesviridae corroborou 100% com a
andlise das reads obtidas para as duas amostras positivas, mostrando que a técnica de PCR é
particularmente Util para tal diagndstico. No entanto, a utilizacdo do mNGS como suporte a
PCR pode aumentar a chance de encontrar patégenos raros, 0s quais nao seriam identificados
pela PCR, uma vez que os oligonucleotideos utilizados na reacdo sdo especificos para

determinado alvo.

Dessa maneira, esse estudo pode gerar pesquisas futuras que permitam explorar as
reads obtidas para cada amostra, sobretudo aquelas que ndo tiveram hits com nenhum grupo
taxonémico, de forma a aumentar ainda mais a sensibilidade do teste. Além do mais, utilizar
outros softwares e pipelines de bioinforméatica que confirmem os patdgenos identificados na
caracterizacdo taxondmica, para que melhore a sensibilidade analitica do mMNGS na deteccdo

de microrganismos infecciosos e nao infecciosos no SNC.

Portanto, 0 mMNGS associado a PCR e testes convencionais para deteccdo de
microrganismos no LCR é importante para prover uma maior prospeccao e eficiéncia destes
patdgenos no fluido. Para isso, é necessario que haja uma padronizacdo nos ensaios
metagendmicos para 0 LCR, de forma a contribuir para o desenvolvimento de metodologias de
diagndstico e deteccdo de potenciais patdgenos causadores de infec¢do no SNC.
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A-7: Andlise final dos resultados;
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APENDICE I: Protocolo de fluxo de trabalho do Illumina DNAPrep.
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PROTOCOLO DO FLUXO DE TRABALHO DO ILLUMINA DNA PREP

1- TAGMENTACAO DO DNA GENOMICO
Esta etapa usa uma bead ligada ao transposon (BLT, Bead-linked Transposomes) para tagmentar o DNA,

gue é um processo que fragmenta e marca o DNA com sequéncias adaptadoras.

Materiais necessarios:
# Bead-linked transposomes (BLT)
# Tagment Buffer 1 (TB1)
« Agua livre de nuclease (Nuclease-free water)
» Placa de 96 pogos
# Tubos de microcentrifuga de 1,7mlL
# Tiras de 8 pogos
* Selante de placas

# Pipetas: multicanal de 20ul e 200pL

Sabre os reagentes:

BLT =* deve ser armazenado de 2¢C a 82C. Quando for utilizar, deixar 4 temperatura ambiente. Viortex para
miisturar, mas ndo pode centrifugar antes de pipetar.

TB1 = deve ser armazenado de -252C a -158C. Quando for utilizar, deixar 3 temperatura ambiente. Vortex

para rmisturar.

Programar no termociclador:
Escolha a opgdo de tampa pré-aquecida a 1009C. Defina o volume de reacdo final para 50pl. Temperatura
de 55¢C por 15 minutos, e resfriamento a 102C held.

Procedimento:
I Adicionar 2-30pL de DMA em cada pogo da placa de 96 pocos para que a quantidade total de
entrada seja 100-500ng.
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5S¢ o volume de DMA for <30uL, adicione nuclease-free water para as amostras de DNA alcancar
o valume total de 30uL.

Vortex o BLT (capa amarela) vigorosamente por 10 segundos para ressuspender. Repita se
necessario.

Combine os seguintes volumes para preparar o Master Mix da Tagmentacio. Multipligue cada
valume pelo ndmero de amostras gue sera processada.

BLT - 11pL

TB1-11pl

NOTA: Estes volumes produzem 22l de Master Mix de Tagmentacdo por amostra, que inclui um
valume extra para pipetagem precisa.

Vortex o Master Mix de Tagmentacdo vigorosamente para ressuspender.

Divida o Master Mix de Tagmentacdo em volumes lguais para os 7 pocos da tira.

Usando uma pipeta multicanal de 200uL, transfira 20pL do Master Mix de Tagmentacdo das tiras
para cada pogo da placa contendo a amaostra.

Use ponteiras limpas para cada coluna de amostras.

Descarte a tira depois que o Master Mix de Tagmentacdo tiver sido adicionado.

Pipete cada amostra 10x para ressuspender.

Cologue no termociclador programado e inicie a corrida programada.

2- LIMPEZA POS-TAGMENTACAO

Essa etapa lava o DNA marcado com adaptador na BLT antes da amplificacdo por PCR.

Materiais necessdrios:

Tagment Stop Buffer (T5B)
Tagment Wash Buffer (TWEB)

Placa de 96 pogos magnética
Selante de placa

Pipetas: multicanal de 20pL e 200uL

Sobre os reagentes:

Ay Padre Teisiia, & - Fundagio de MedSena Tropical Doutsr Haior Vierns Dol | MarawsA - Bl | CEP. 80 040000
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TSB = armazenar a temperatura ambiente. Se um precipitado for observado, aqueca a 372C por 10 minutos,
e apds isso vartex até o precipitado ser dissolvido.

TWE =* armazenar a temperatura ambiente. Usd-lo 4 temperatura ambiente.

Pragramar no termociclador:

Escolha a opgdo de tampa pré-aquecida a 1002C. Defina o volume de reacdo final para 60uL. Temperatura
de 37¢C por 15 minutos, e resfriamento a 102C haold.

Procedimento:
l. Adicione 10pL de T5B na placa.
Il Pipete lentamente cada pogo 10x para ressuspender as beads, e apds isso sele a placa.

1. Cologue no termociclador programado e inicie a corrida.

V. Coloque a placa de 96 pocos na placa magnética e espere até que o liquide figue claro [~3
minutos)
V. Usando uma pipeta multicanal, remova e descarte o sobrenadante.

Lave duas vezes como a seguir:

a. Remova a placa de amostra da placa magnética e use uma técnica de pipetagem
deliberadamente lenta para adicionar 100uL de TWEB diretamente sobre as beads. Uma
pipetagem lenta minimiza a formacdo de espuma pelo TWB para evitar volumes incorretos
de aspiracdo e mistura incompleta.

b. Pipete lentamente até as beads estarem completamente ressuspendidas.

c. Coloque a placa na placa magnética e espere até que o liguido fique claro [~3 minutos).

d. Usando uma pipeta multicanal, remova e descarte o sobrenadante.

e. Repita o processo.

WL Remova a placa da placa magnética e pipete lentamente 100uL de TWB diretamente sobre as
beads.

Vill.  Pipete cada poco lentamente para ressuspender as beads.

13, Sele a placa e como na placa magnética até que o liguido figue claro (~3 minutos). Mantenha a

placa de amostras sobre a placa magnética até a etapa 4 da secdo Procedimentos em Amplificagdo
do DMA Tagmentado.

O TWE permanece nos pocos para prevenir a secagem excessiva das beads
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3- AMPLIFICACAO DO DNA TAGMENTADO

Esta etapa amplifica o DNA tagmentado usando um programa de PCR limitado por ciclos. A etapa de PCR

adiciona os adaptadores Index 1 (i7), Index 2 (i5), e as seguéncias regueridas para gerar os clusters de

sequenciamento.

Materiais necessarios:

-

Enhanced PCR Mix (EPM)

Adaptadores Index (tubos ou placas)

Agua livre de nuclease [Nuclease-free water)
Tubos de microcentrifuga de 1,7mlL

Selante de placas

Pipetas: multicanal de 20 pL e 200pL.

Sobre os reagentes:

Placas de adaptadores Index = uma placa pode conter >10uL de adaptadores Index. N3o adicione amaostras

na placa de adaptadores Index. Cada poco da placa de index & de uso Unico.

Tubos de adaptadores Index —* abra o tubo somente uma wvez para prevenir extraviar a tampa.

Alternativamente, use tampas limpas apds abrir cada tubo.

EPM = armazenar de -252C a -152C. Descongelar no gelo. Inverter para misturar, apds centrifugar

brevemente.

Index Adapters =* armazenar de -25%C a -152C. Descongelar 3 temperatura ambiente. Se for tubo, virtex

para misturar, e apds centrifugar brevemente. Se for placa, dar spin brevemente antes de usar.

Programar no termociclador:

B6&2C por 3 minutos

S&eC por 3 minutos

SEeC por 45 segundos

B622C por 30 segundas X ciclos

682 por 2 minutos
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BE2C por 1 minutos

Haold a 102C

O nimero de ciclos depende da concentracdo de DNA de entrada:

Total de DNA de entrada (ng) Nimero de ciclos da PCR (X)

1-9 12

10-24

25-49

50-99

100-500

WU W U | e

Sangue,/Saliva

Procedimento:

Wil

WL

Combine os seguintes volumes para preparar o Master Mix da PCR. Multipligue cada volume pelo
nimero de amostras gue serdo processadas.

EPM (22pL)

Muclease-free water (22L)

MNOTA: o excesso de reagente é incluido no volume para garantir uma pipetagem precisa.
Vortex, e apds centrifugue o Master Mix da PCR a 280 x g por 10 segundos.

Com a placa de amostras na placa magnética, use uma pipeta multicanal de 200ul para remover
e descartar o sobrenadante.

A espuma que permanecer na parede do poco ndo afeta a biblioteca.

Remova a placa de amostras da placa magnética.

Imediatamente adicione 40pL do Master Mix da PCR diretamente sobre as beads em cada pogo
de amostra.

Imediatamente pipete para misturar até as beads serem completamente ressuspendidas.
Alternativamente, sele a placa e use um shaker de placa a 1600rpm por 1 minuto.

Sele a placa de amostras e centrifugue a 280 x g por 3 segundos.

Adicione o adaptador index apropriado para cada amastra

Tipo de kit index Configuracdo do kit Volume de index por amostra

24 plex (dual index) Tubas individuals Syl do adaptador 17
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5pl do adaptador i5
96 plex (dual index) Placa de 96 pogos 10pL dos adaptadores pré-
pareados i7 e i5.
IX. Usando uma pipeta calibrada em 40pL, pipete 10x para misturar. Alternativamente, sele a placa

e use um shaker de placa a 1600rpm por 1 minuto.
X Sele a placa com “Microseal B”, e apds centrifugue a 280 x g por 30 segundos.
Xl. Coloque a placa no termaociclador programado e inicie a corrida.

MNOTA: Se vocé for parar nessa etapa, guarde a placa de 22C a 82C por até 30 dias.

4- LIMPEZA DA BIBLIOTECA

Esta etapa usa purificacdo por bead dupla-face para purificar as biblictecas amplificadas.

Materiais necessario:
# lllumina Purification Beads (IPB)
# Ressuspension Buffer (RSB)
+ Etanol 80% preparado recentemente
+ Agua livre de nuclease [Nuclease free-water)
# Placa de armazenamento Deepwell de prolipropileno de 96 pogos 0,8mL (Placa MIDI)
# Placa de 96 pocos para PCR
# Tubos de microcentrifuga de 1,7mL
# Sglante de placa "Microseal B

# Selante de placa ‘Microseal F* (laminado)

Sobre os reagentes:

IPB = deve estar & temperatura ambientes antes do uso. Vortex antes de cada uso. Vortex frequentemente
ter certeza que as beads estdo uniformemente distribuidas. Aspirar e dispensar lentamente devido a
viscosidade da solucdo. Deve ser armazenada & temperatura ambiente. Vortex e inversdo para misturar.
RSB = armazenar em -258C a -15¢C. Descongelar e usar a temperatura ambiente. Vortex para misturar.

Etanol 80% =» prepara recentemente de etanol absoluto.
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Procedimento:

Vil

RULIR

Centrifugue a 280 x g por 1 minuto para coletar o conteddo no fundo do poco.

Coloque a placa de amostras na placa magnética e espere até gue o liquido fique clare [~5

minutos).

Transfira 45l do sobrenadante de cada pog¢o da placa de PCR para o pogo correspondente de

uma nova placa MIDIL.

Vortex e inverta o IPE multiplas veres para ressuspender.

Para entrada de DNA padrdo, faca o seguinte:

a. Adicione 40uL de nudease-free water em cada pogo contendo o sobrenadante.

b. Adicione 45uL de IPB em cada poco contendo sobrenadante.

c. Pipete cada poco 10x para misturar. Altermativamente, sele a placa e use um shaker de placa
a 1600rpm por 1 minuto.

d. Sele aplaca e incube a temperatura ambiente por 5 minutos.

e. Cologque sobre a placa magnética e espere até que o liquido figue claro (5 minutos).

f. Dwurante a incubacdo, vortex completamente o IFB (tubo de estoque ndo diluido) e, em
seguida, adicione 15pL em cada pogo de uma nova placa MIDI.

g. Transfira 125pL do sobrenadante de cada pogo da primeira placa MIDI para a nowva placa MIDI
contendo 15uL de IPB ndo diluido nos pogos correspondentes.

h. Pipete cada pogo na placa MIDI por 10x para misturar. Alternativamente, sele a placa e use
um shaker de placa a 1600rpm por 1 minuto.

i.  Descarte a primelira placa.

Para entrada de amplicons de PCR pegquenos, realize as seguintes etapas:

a. Adicione 81uL de IPB para cada pogo da placa MIDI contendo o sobrenadante.,

b. Pipete cada pogo 10x para misturar. Altermativamente, sele a placa e use um shaker de placa
a 1600rpm por 1 minuto.

imcube @ placa WDl selada 8 temperatura ambiente por 5 minutos,

Coloque na placa magnética e espere até que o liguido figue claro {~5 minutos).

Sem perturbar as beads, remova e descarte o sobrenadante.

Lave 2% como a seguir:

a. Com a placa MIDI na placa magnética, adicione 200l de etanal 80% sem misturar.
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Xl
EAIR
X
EALH

XVl

b. Incube por 30 segundos.

£. Sem perturbar as beads, remova e descarte o sobrenadante.

Use uma pipeta de 20pl para remover ¢ descartar o residuo de etanol.

Seque na placa magnética por 5 minutos.

Remova da placa magnética.

Adicione 32l de RSB nas beads.

Incube a temperatura ambiente por 2 minutos.

Coloque a placa MIDI na placa magnética e espere até que o liguido fique claro [~2 minutos).
Transfira 30pL do sobrenadante para uma nova placa de PCR de 96 pocos.

NOTA: Se for parar nesta etapa, sele a placa com selante "Microseal B ou ‘Microseal F', e

armazene em -252C a -15%C por até 30 dias.

5- POOL DA BIBLIOTECA

Quando o ONA de entrada & de 100-500ng, guantificar e normalizar a biblioteca individual gerada no mesmao

experimento ndo € necessdrio. Portanto, o rendimento final das bibliotecas peradas em experimentos

separados pode variar um pouco.

Para alcancar uma dtima densidade de cluster, redna volumes de bibliotecas iguais e quantifigue o conjunto

antes do sequenciamento.

Para entrada de DNA de 100-500ng:

Combine 5ul de cada biblioteca (até 384 bibliotecas) em um tubo de microcentrifuga de 1,7mL.
Vortex para misturar, e apds centrifuge.
Quantifique a biblioteca usando um método de fluorescéncia para DNA dupla fita, como Qubit

ou PlcoGreen.

Para entrada de DMNA <100ng

Quantifique cada biblioteca individualmente usandoe Qubit ou PicoGreen.

6- CHECAR A QUALIDADE DA BIBLIOTECA (OPCIONAL)
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Avalie a qualidade de 1pl da biblioteca ou de um pool de bibliotecas usando um dos seguintes

métodos:

Adicione 1ul de RSB na biblioteca ou pool de bibliotecas, e apds analise 2pl do volume
usando o Analisador de Fragmento Analitico Avancado (Advanced Analytical Fragment

Analyzer) com o kit HS-NGS High Sensitivity 474.

Analise 1ul da biblioteca usando o Agilent 2100 BioAnalyzer com um kit High Sensitivity DNA.
As figuras a seguir mostram os perfis de tamanhos de bibliotecas com uma média de tamanho
de fragmento de 800pb quando analisados com uma variacdo de tamanho de 150-1500pk.

Figure 2 Example Fragment Analyzer Trace
g

T Y T

T By

Figure 3 Exampla Bicanalyzer Trace
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Anexo I: Certificado de capacitagdo em sequenciamento de nova geracao pela plataforma Illumina no Instituto de Medicina Tropical da Faculdade
de Medicina de Sao Paulo (IMT/SP).

il

DICINA imt

UST

ME

CERTIFICADO

Certificamos que Ewerton da Silva Ferreira participou da capacitagdo para sequenciamento NGS pela tecnologia Illumina,
realizado de 28 de novembro a 09 de dezembro de 2022 no Laboratdrio de Genética Aplicada a Doencas Infecciosas do

Instituto de Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da USP, com carga horéria de 80 h (oitenta horas).

Sdo Paulo, 09 de dezembro de 2022.
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Prof.;-'_ Dr.2 Ester Cerdeira Sabino



