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A importancia da implementacao de técnica de
metagendmica viral em laboratorios de saude publica

etagendmica viral pode ser
definida como a andlise gendmica
da comunidade viral presente em
uma amostra de material biolégico ou ambiental
através da utilizagdo de técnicas moleculares,
independentemente de: (1) cultura de células; (2)
testes que utilizam painéis de soro que, através de
reacOes cruzadas, possam indicar a natureza do
virus da amostra; (3) uso de primers ou sondas de
hibridizacdo especificos ou degenerados'?.

As técnicas de metagendmica viral t€m em
comum a purificagdo do virus a partir da amostra,
amplifica¢@o sequéncia-independente de segmentos de
acidos nucleicos, producio de bibliotecas gendmicas e
sequenciamento. As bibliotecas gendmicas podem ter
suas sequéncias segregadas em vetores (por exemplo,
plasmideos) ou em superficies sélidas (planas ou
esféricas)’. A construcdo de bibliotecas em vetores
necessita de clonagem em células bacterianas e
posteriormente extracdo do vetor para sequenciamento.
Diferentes técnicas podem anteceder a geracao destas
bibliotecas: a amplificacdo independente da sequéncia
com primer Unico (Sequence-Independent, Single-
Primer Amplification — SISPA); a andlise de diferenga
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representacional (Representational Difference Analysis
— RDA); a descoberta de virus pela amplificacdo
de fragmentos polimdrficos quanto ao tamanho de
cDNA (Virus Discovery cDNA-Amplified fragment
length polymorphism — VIDISCA); a apresentacao
diferenciada (Differential Display — DD)'. As técnicas
em que as sequéncias da biblioteca estdo ligadas a
superficie solida, chamadas de nova geragdo, geram
enormes volumes de sequéncias em pouco tempo, mas
exigem um investimento financeiro maior do que o
das anteriores. A partir de 2005, foram colocadas no
mercado as plataformas de sequenciamento de nova
geracao, como 454 FLX (Roche), Genome Analyzer
(Ilumina), SOLiD (Applied Biosystems) e Ion Torrent
PGM (Life Technologies)®. Independentemente da
técnica de metagenOmica utilizada, a etapa de andlise
e investigacdo dos fragmentos sequenciados e de sua
organizacdo em segmentos contiguos necessita de
ferramentas de bioinformatica e, muitas vezes, de
retorno a bancada do laboratdrio para testes. Esta etapa
¢ demorada, principalmente quando se esta diante de
um novo genoma que nao tem pareamento ou se alinha
com baixa identidade a sequéncias depositadas em
base ptiblica de dados como o GenBank.
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Com o advento da metagenOmica viral,
cresceu exponencialmente o nimero de descobertas
de novos virus e a caracterizacdo gendmica de
virus previamente conhecidos em animais, plantas,
seres humanos e no ambiente. No caso dos seres
humanos, citamos alguns exemplos importantes:
rotavirus, astrovirus, herpesvirus humano tipo
8, virus GB humano, Torque Teno Virus (TTV),
coronavirus HCoV-NL63, bocavirus, parvovirus
4, poliomavirus WU e KI, rabdovirus associado a
febre hemorrdgica na Africa Central, bunyavirus
associado a sindrome que cursa com febre,
trombocitopenia e leucopenia na China, virus circo-
like em fezes humanas!'>#>9,

O Instituto Adolfo Lutz recebe amostras
bioldgicas de todo o Estado de Sdo Paulo pararealizar
a pesquisa do agente etiolégico de uma doenga de
um paciente ou de um grupo de pacientes. Algumas
vezes, apesar do forte indicio clinico de a doenca ter
sido causada por virus e/ou de terem sido detectadas,
através de microscopia eletronica, particulas virais
na amostra clinica ou em uma cultura de células
inoculada com material biolégico, ndo se obtém
resultados que indiquem o virus causador, mesmo
quando todos os ensaios especificos disponiveis
para detectar os agentes suspeitos foram utilizados.
A ideia de implantarmos a técnica de metagendmica
teve o intuito de ajudar a solucionar a etiologia
desses casos clinicos, pois se pode estar diante de
um virus ainda desconhecido ou pode-se detectar
um virus conhecido causando um quadro clinico
ainda ndo associado a ele na literatura.

A literatura mundial também relata um
desconhecimento da causa etiologica em uma grande
porcentagem dos casos de sindromes clinicas comuns,
mesmo em estudos que pesquisam uma ampla
variedade de patdgenos especificos: cerca de 30 a
50% dos casos de encefalites, gastroenterites agudas
e doencas respiratorias agudas de provavel etiologia
infecciosa permanecem sem causa definida, com vérios
desses casos podendo ser de origem viral’$10-11.12
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Diante dessasrazoes,implementamos no Instituto
Adolfo Lutz uma técnica de metagendmica SISPA.
Durante a implementacdo desta técnica, analisamos
uma amostra de fezes humanas diarreicas e nela foi
possivel a identificacdo de dois novos virus de genoma
circular DNA, com 92% de identidade entre eles. Estes
virus provavelmente pertencem a uma nova subfamilia
da familia Circoviridae ou a uma nova familia de virus
circo-like com genoma DNA circular que codifica uma
proteina associada a replicag@o (Rep)".

Pode-se concluir que uma técnica de
metagenOmica viral foi implementada no Instituto
Adolfo Lutz e ja possibilitou a descoberta de dois
novos virus em uma amostra fecal humana. A técnica
de metagenOdmica viral em laboratdrio de satide publica
¢ uma ferramenta importante na pesquisa de novos
virus em seres humanos e que pode ajudar a esclarecer

o agente causador de diferentes quadros clinicos.
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