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INTRODUÇÃO 
 
 
 Next-Generation Sequencing (NGS) é o nome dado às tecnologias de sequenciamento de 

DNA que se tornaram disponíveis a partir do novo milênio. Outros sinônimos são Sequenciamento 

de Nova Geração ou Sequenciamento Massivo Paralelo, nomes estes que refletem melhor as 

características desta tecnologia; nova geração para distinguir do sequenciamento de “velha” geração 

que usa o método de Sanger e massivo pela quantidade muito maior de dados genéticos obtidos por 

corrida, da ordem de milhões até bilhões de pares de bases, em contraste ao Sanger que fornece 

leituras da ordem de centenas a poucos milhares de pares de bases. O salto tecnológico foi 

gigantesco e permitiu a conclusão do sequenciamento completo do genoma humano em tempo 

menor que o previsto. Ao mesmo tempo, o custo do NGS vem caindo vertiginosamente, o que 

também torna o método mais acessível e popularizado. Se o primeiro genoma humano levou treze 

anos para ser concluído (1990-2003) a um custo aproximado de 3 bilhões de dólares, hoje o NGS 

permite o sequenciamento de um genoma humano completo em 48 horas a um custo de apenas 

1.000 dólares. Como o avanço tecnológico continua, já se vislumbra o momento em que o NGS será 

um método laboratorial rotineiro e todo cidadão terá seu DNA sequenciado ao nascimento. 

  

METODOLOGIA 

 

 O NGS tem hoje enorme impacto na prática clínica, especialmente na genética humana e na 

oncologia. O exoma humano, conjunto de éxons presentes nos cerca de 20.000 genes de nosso 

DNA, é rotineiramente sequenciado em casos de síndromes genéticas e painéis com dezenas de 

genes são empregados em definições terapêuticas para diferentes tipos de câncer. A aplicação do 

NGS no estudo dos agentes infecciosos necessitou o desenvolvimento específico de pipelines de 

bioinformática para estes genomas diminutos. Nesse campo podemos definir desde já duas linhas 

distintas de investigação: o sequenciamento de genomas conhecidos, por exemplo, a vigilância 

genômica de SARS-CoV-2 e o sequenciamento “unbiased” de amostras biológicas, que se denomina 

metagenômica [1].  

 A metagenômica tem sido usada para o estudo da composição microbiana de diferentes 

materiais como solo, esgoto, água do mar e amostras biológicas de todos os tipos. No campo 
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médico a principal aplicação até o momento é na caracterização do microbioma fecal, 

especificamente seu componente bacteriano [2]. Nesse caso vale-se das sequências altamente 

conservadas do gene ribossomal 16S no reino bacteriano para a construção de uma biblioteca de 

amplicon empregando primers conservados deste gene. Desta forma, partindo-se de amostras de 

fezes é possível mapear e quantificar a diversidade bacteriana, o que tem forte associação com vários 

quadros clínicos. Aplica-se aí os conceitos de eubiose, quando a população bacteriana está em 

equilíbrio, seja na quantidade ou nos tipos de espécies bacterianas encontradas e disbiose, quando 

estão em desequilíbrio.  

 Já no reino dos virus não se encontra sequer um gene homólogo para toda diversidade viral. 

Portanto, para a caracterização completa do Viroma torna-se necessário o uso do “shotgun” NGS, ou 

seja, métodos que devem capturar toda diversidade viral da amostra sem vieses. Resumidamente, 

estes métodos precisam eliminar todo componente não-viral, seja na etapa da extração do material 

genético da amostra, ou mesmo desprezando, após o NGS, todas sequencias provindas do 

hospedeiro e de outros microorganismos não-virais. Obviamente, a segunda opção resulta em custos 

muito maiores, já que o percentual de sequenciais virais será sempre muito menor, até pelo tamanho 

destes genomas.  

  

O VIROMA DO SANGUE 

 

 Sendo o sangue o fluido biológico mais utilizado pela medicina laboratorial e a base da 

medicina transfusional, assim que foi possível, pesquisadores dedicaram-se a investigação do viroma 

do sangue humano, também pela importância que os vírus transmitidos pelo sangue ocupam na 

hemoterapia. 

  Os estudos transformaram a visão que se tinha do plasma como um fluido estéril, 

demonstrando que doadores saudáveis ou humanos em geral carregam normalmente alguns vírus de 

diferentes tipos [3,4,5], sendo os mais abundantes os Anellovírus  [6,7] como o Torque Teno Virus 

[TTV] e o TTV-Like Mini Virus [TLMV], e em menor frequência os Pegívirus,  gênero que inclui o 

HPgV-1 antes denominado Hepatitis G Virus (HGV) ou GBV-C [3,4,5,8].  

 Os TTVs são vírus de DNA simples-fita encontrados em alta prevalência em doadores de 

sangue em um equilíbrio dinâmico, calculando-se uma produção diária de 3.8 × 1010 virions.  Existe 

uma correlação evidente entre os níveis plasmáticos de TTV-DNA e o status imune, e por este 
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motivo a viremia por TTV tem sido explorada como marcador de imunossupressão [9]. Dada sua 

ubiquidade, o TTV-DNA tem sido usado até mesmo no monitoramento da qualidade da água [10]. 

 
  
 
 Além destes vírus acima discutidos, encontra-se, como esperado, assinaturas de sequencias 

derivadas dos Herpesvirus humanos como EBV, CMV, HHV6 e HHV7 [4,11]. Achados ocasionais 

de sequencias de vírus oncogênicos como os Papilomavírus Humano (HPV) e o Poliomavírus do 

carcinoma de células Merkel (MPyV) [11] podem ser derivados da contaminação dos 

hemocomponentes pela pele do doador. No entanto, os tumores causados por estes pequenos vírus 

de DNA não-envelopados, carcinoma cervival e cutâneo respectivamente, não tem qualquer 

associação epidemiológica com a transfusão de sangue e uso de hemoderivados, ainda que os 

mesmos agentes também tenham sido encontrados na medula óssea [12]. Importante ressaltar neste 

ponto, que a detecção de material genético viral não permite inferir que se tratam de agentes com 

capacidade infecciosa; possivelmente o que se detecta são fragmentos de DNA/RNA derivados de 

infecções virais em outros órgãos/tecidos, que caem no sangue diretamente ou pela apoptose de 

células infectadas. De fato, o shotgun-NGS de plasma tem sido usado já de rotina como ferramenta 

para infecções de diagnóstico mais complexo, principalmente em pacientes submetidos à 

imunossupressão pós-transplante de medula alogênico [13 ]. 

 
DESCOBERTA DE NOVOS AGENTES TRANSMISSÍVEIS POR TRANSFUSÃO 

 

 O segundo aspecto que é relacionado ao título deste artigo, é o uso do NGS na descoberta 

de novos agentes transmissíveis por transfusão. Talvez a primeira demonstração da utilidade desta 

tecnologia neste contexto foi em um cluster de 3 óbitos de receptores de órgãos provindo de um 

mesmo doador. Estas 3 pacientes apresentaram doença febril após o transplante e testes para 

inúmeros agentes infecciosos foram todos negativos. O shotgun-NGS revelou sequencias de um novo 

arenavírus, presente nas amostras das 3 receptoras falecidas [14]. Posteriormente, a comparação dos 

resultados desta metodologia em amostras pré e pós-transfusão de indivíduos politransfundidos 

identificou um novo Pegivirus humano, o HHpv-1/HPgV-2, além de comprovar a transmissão do 

TTV pela via transfusional e demonstrar que, nesse caso, os vírus presentes no doador eram 

infecciosos e replicaram no receptor [15]. A associação dos Pegvírus humanos com hepatite foi 

descartada já há muitos anos. Curiosamente,  descreveu-se um papel benéfico destes na co-infecção 
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pelo HIV-,1 reduzindo a carga viral do mesmo e retardando a progressão para AIDS. Como os 

HPgVs infectam linfócitos e tecido linfoide, uma possível relação uma possível causalidade em 

alguns tipos de linfomas vem sendo intensamente pesquisada, com resultados conflitantes [16]. 

 

NAT X NGS 

 

 Dada a possibilidade do NGS em revelar todos os agentes infecciosos presentes no plasma 

(sangue), mas também simultaneamente aa genética do hospedeiro, pode-se vislumbrar no futuro o 

uso rotineiro do mesmo na testagem de doadores de sangue. Embora o plasma seja pobre em DNA, 

contendo basicamente DNA fragmentado proveniente de células sanguíneas mortas, é suficiente 

para determinar, por NGS genótipos de importância na prática hemoterápica como o ABO, Rh, 

HLA,  HPAs, HNAs e outros grupos sanguíneos [17]. Quanto aos agentes infecciosos, parece ser 

uma aplicação ainda mais vantajosa, pois em teoria pode substituir todos os NATs, a cultura 

bacteriana de plaquetas e ainda identificar agentes infecciosos para os quais não se faz screening além 

de microorganismos desconhecidos ou emergentes, como discutido acima. No entanto, nos dias de 

hoje, nas comparações feitas para agentes tradicionais como HIV, HBV e HCV, e também o próprio 

TTV, o NAT apresenta uma sensibilidade analítica superior ao NGS [5]. Acrescenta-se que o NGS 

tem um tempo de processamento longo, mínimo de 48-72 horas, incompatível com o 

funcionamento atual dos bancos de sangue, fluxo de trabalho num estágio de automação bastante 

inferior ao do NAT e custos muito mais elevados. Todas estas limitações tendem a ser equacionadas 

no futuro permitindo a incorporação do NGS na rotina de triagem de doadores de sangue. 
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