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Vigilancia virica con NGS

Las infecciones viricas son un problema de salud global
importante, con nuevas variantes de enfermedades
infecciosas que no cesan de aparecer. El brote del nuevo
coronavirus en 2019 (SARS-CoV-2) que comenzo en
Wuhan, China, y se extendio rapidamente a varios paises
es un ejemplo importante de los posibles riesgos de las
pandemias virales globales. Los coronavirus (CoV) son
una gran familia de virus que pueden infectar a los seres
humanos y causar enfermedades respiratorias que van
desde el resfriado comun hasta enfermedades mas graves,
como el sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-
CoV) y el sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV).
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) designd la
enfermedad asociada al SARS-CoV-2 (COVID-19) como
una emergencia de salud publica de interés internacional,
lo que destaca la necesidad de una deteccién virica
répida y precisa.'

La secuenciacién de nueva generacion (NGS, Next-
generation sequencing) proporciona una forma eficaz

y novedosa de detectar muestras y virus sin el conocimiento
previo del agente infeccioso.? El enriquecimiento de
objetivos es un método de secuenciacién que captura
regiones gendmicas de interés mediante la hibridacion

de acidos nucleicos en sondas biotiniladas especificas
segun el objetivo. El enriquecimiento de objetivos de
captura hibrida permite una deteccion muy sensible,

sin necesidad de la alta profundidad de lectura que se
exige para la secuenciacién metagenomica indiscriminada.
Ademas, el flujo de trabajo de NGS de enriquecimiento

de objetivos permite datos de secuencias casi completos
de los objetivos y abre aplicaciones como el andlisis de
variantes para la evolucién virica o la vigilancia virica.®

En comparacién con otros métodos de secuenciacion

de objetivos, como la secuenciacién de amplicones,

el enriquecimiento a través de la captura hibrida permite
perfiles de sondas mucho mas grandes con perfiles mas
completos de las regiones objetivo. Ademas, las sondas
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de oligonucledtidos usadas para los protocolos de captura
hibrida siguen siendo eficaces dentro de las regiones
altamente mutagenas, lo que permite dirigirse a virus
que evolucionan rapidamente, como los virus de ARN.

Flujo de trabajo del
enriquecimiento virico

Esta nota de aplicacion destaca un flujo de trabajo
optimizado para detectar y analizar el coronavirus con

el kit de preparacién de librerias lllumina DNA Prep with
Enrichment, los perfiles de seleccién de objetivos viricos,
la secuenciacién probada de lllumina y el andlisis de

datos simplificado (figura 1). Este flujo de trabajo esta
concebido para enriquecer los objetivos de ADN y ARN
viricos a partir de la extraccion total de dcido nucleico.

El protocolo comienza con la extracciéon de muestras de
acido nucleico y la posterior transcripcion inversa del ARN
extraido en un ADN complementario (ADNc) bicatenario.
La preparacion de librerias se realiza con lllumina DNA Prep
with Enrichment con IDT for lllumina DNA/RNA UD Indexes.
En este protocolo, el ADN y el ADN complementario (ADNc)
se someten a tagmentacion, limpieza y amplificacion
previa al enriquecimiento. Después de la amplificacion,

se pueden agrupar hasta 12 muestras para una reaccioén
de enriquecimiento utilizando un perfil de oligonucledtidos
que se dirigen a secuencias viricas. A la hibridacion de

la sonda le sigue la captura de esta, la amplificacion de
enriquecimiento, la cuantificacion y la secuenciacién.

Metodos
Preparacion de muestras
Para demostrar el rendimiento del perfil de enriquecimiento

de objetivos virico, se analizd una cepa de la muestra
de coronavirus desactivado, la cepa OC43 de CoV

Andlisis de datos

Secuencia
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Extraccion total de acido
nucleico/ARN

Transcripcion inversa de ARN
a ADN complementario

lllumina DNA Prep with
Enrichment con perfil virico lllumina
(ADNCc) objetivo

Sistemas de secuenciaciéon de Mddulo de andlisis de resecuen-
ciacién de Local Run Manager

Plataforma IDbyDNA Explify

Figura 1: Flujo de trabajo de enriquecimiento para la deteccién del coronavirus: el flujo de trabajo de NGS optimizado para la deteccion
del coronavirus integra la preparacion de muestras, la preparacion de librerias, el enriquecimiento de objetivos, la secuenciacion y el

analisis de datos.
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de Microbiologics (QC Sets and Panels: Helix Elite,

n.° de catdlogo 8217) (tabla 1). La muestra de cultivo virico
de coronavirus se extrajo con QIAGEN QIAmp Viral Mini

Kit (QIAGEN, n.° de catdlogo 52904) en un entorno de
laboratorio BSL2. Se invirtieron 150 ng de ARN extraido
transcritos en ADN complementario (ADNc) mediante dos
flujos de trabajo diferentes: uno derivado de los reactivos de
ARN TruSeq de lllumina y el otro mediante el uso de Thermo
Fisher Scientific Maxima H Minus Double-Stranded cDNA
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, n.° de catalogo
K2561). Para imitar los resultados de secuenciacion de las
muestras de pacientes, la muestra virica también se afiadio
al ARN de fondo de referencia humana universal (UHR) al
95 % (Agilent Technologies, n.° de catélogo 74000) y se
transcribio inversamente en ADN complementario [ADNc]
utilizando los métodos descritos anteriormente (tabla 1).

Ademas, se extrajo un grupo de virus respiratorios que
contenia cuatro virus de ARN y un virus de ADN (tabla 2)
mediante QIAGEN AllPrep PowerViral DNA/RNA Kit
(QIAGEN, n.° de catadlogo 28000-50) en un entorno de
laboratorio BSL2. El volumen maximo de acido nucleico
total se invirtid y se transcribio en ADN complementario
(ADNc) (sin tratamiento con desoxirribonucleasa) mediante
un flujo de trabajo derivado de los reactivos de ARN TruSeq
de lllumina. Para imitar los resultados de secuenciacién de
las muestras de pacientes con varios patdgenos presentes,
la muestra de grupo virico también se afiadio al ARN de
fondo de referencia humana universal (UHR) al 95 % (Agilent
Technologies, n.° de catdlogo 74000) y se transcribid
inversamente en ADN complementario [ADNc] (tabla 1).

Tabla 1: Composicién de muestras viricas para

el andlisis
L Genoma de
Muestra Composicion? )
referencia
Coronavirus
CovoCc43 150 ng de ARN de humano 0C43

CoV 0C43

AY391777.1

CoVOC43_95UHR

7,5ng de ARN de CoV
0C43y142,5ngde

Coronavirus
humano OC43

ARN de UHR AY391777.
Volumen méaximo

B3 F et T P
(8,5 )
5 % de acido nucleico

Vilpool ssukR 58 Selarpe o Consute

UHR por volumen

a. EIARN minimo/entrada de acido nucleico total recomendados para la
transcripcion inversa es de 10 ng. Para obtener los mejores resultados,
se debe realizar la transcripcion inversa en muestras de acido nucleico

recién extrafdas.
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Tabla 2: Composicion del grupo virico

Tipo de

) . Genoma de

Virus acido )
) referencia
nucleico

) . Gripe A/
Virus de la gripe A (HIN1) ARN Michigan/45/2015

) . Gripe B/
Virus de la gripe B ARN Colorado/06/2017
Virus paragripal humano 3 ARN NC_001796.2
RSV B9320 ARN AY353550.1
Adenovirus 7 ADN AY5942551

Preparacion de librerias

Las librerias preparadas para secuenciacion se prepararon
con lllumina DNA Prep with Enrichment (lllumina, n.° de
catadlogo 20025524) e IDT for lllumina DNA UD Indexes
(Hlumina, n.° de catédlogo 20027213)" mediante ADN
complementario (ADNc) de la muestra de CoV (CoVOC43),
la muestra de grupo virico (ViralPool) y ambas muestras de
adicion (CoVOC43_95UHR y ViralPool_95UHR). La entrada
de ADN total recomendada para la tagmentacion es de
10-1000 ng.

Después de la amplificacién, las muestras se dividieron en
grupos independientes para el enriquecimiento en funcién
del tipo de muestra (CoVOC43, CoVOC43_95UHR, ViralPool
y ViralPool_95HR). Las reacciones de enriquecimiento

se realizaron con el perfil de oligonucledtidos de virus
respiratorios (lllumina, n.° de catdlogo 20042472), que
cuenta con aproximadamente 7800 sondas disefiadas
para detectar virus respiratorios, cepas de gripe recientes
y SARS-CoV-2, asi como sondas humanas para actuar
como controles positivos (tabla 3). Tras el enriquecimiento
(figura 2), las librerias preparadas se cuantificaron,
agruparon y cargaron en el sistema MiSeq™ para

la secuenciacion.

* Eln. de catdlogo 20027213 ha quedado obsoleto,
se ha sustituido por lllumina DNA/RNA UD Indexes Set A,
Tagmentation (96 indexes, 96 samples), n.° de catalogo
20091654.

M-GL-02146 ESP v1.0 | 3



PRODUCT OR APPLICATION HERE

Tabla 3: Virus objetivo del perfil de oligonucledtidos de virus

respiratorios

Coronavirus humano 229E

Virus paragripal humano 1

Coronavirus humano NL63

Virus paragripal humano 2

Coronavirus humano OC43

Virus paragripal humano 3

Coronavirus humano HKU1

Virus paragripal humano 4a

SARS-CoV-2

Metapneumovirus humano
(CAN97-83)

Adenovirus humano B1

Virus respiratorio sincidial
(tipo A)

Adenovirus humano C2

Virus respiratorio sincidial
humano 9320 (tipo B)

Adenovirus humano E4

Virus de la gripe A (A/Puerto
Rico/8/1934(H1N1))

Bocavirus humano 1 (cepa
virica aislada st2 del
bocaparvovirus primate 1)

Virus de la gripe A (A/
Korea/426/1968[H2N2])

Cepa virica aislada PK-5510
del bocavirus humano 2¢ PK

Virus de la gripe A (A/New
York/392/2004[H3N2])

Bocavirus humano 3

Virus de la gripe A (A/ganso/
Guangdong/1/1996[H5N1])

Cepa HBoV4-NI-385 del
bocavirus humano 4 NI

Virus de la gripe
A (A/Zhejiang/
DTID-ZJU01/2013[H7N9])

Poliomavirus Kl Estocolmo 60

Virus de la gripe A (A/Hong
Kong/1073/99[HIN2])

Poliomavirus WU

Virus de la gripe A (A/
Texas/50/2012[H3N2])

Parecovirus humano tipo 1

Virus de la gripe
A PicoBank/HPeV1/a (A/
Michigan/45/2015[H1N1])

Parecovirus humano tipo 6

Virus de la gripe B (B/
Lee/1940)

Rinovirus humano A89

Virus de la gripe B (B/
Wisconsin/01/2010)

Rinovirus humano C
(cepa 024)

Virus de la gripe B (B/
Brisbane/60/2008)

Rinovirus humano B14

Virus de la gripe (B/
Colorado/06/2017)

Cepa C104 de enterovirus
humano: AK11

Virus de la gripe B (B/
Washington/02/2019)

Cepa virica aislada NICA08-
4327 de enterovirus humano
C109

Genes de control humanos
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Figura 2: Quimica de enriquecimiento: las librerfas preparadas
se someten a enriquecimiento con un perfil de objetivos viricos,
seguido de amplificacion, cuantificacion y secuenciacion.

Secuenciacion

Las librerias preparadas se pueden secuenciar en
cualquier instrumento de lllumina. Los sistemas iSeq™ 100,
MiniSeq™ y MiSeq de sobremesa son muy adecuados
debido a los bajos requisitos de lectura de estas muestras.
En este estudio, las librerias preparadas a partir de las
muestras virales se desnaturalizaron y diluyeron hasta

una concentracién de carga final de 10 pM, de acuerdo
con la Guia de librerias de desnaturalizacion y dilucién

del sistema MiSeq (n.° de documento 15039740 v10) y se
secuenciaron en dicho sistema a una longitud de lectura de
2 x 151 pb con reactivos MiSeq v3 (lllumina, n.° de catélogo
MS-102-3001). Las partes alicuotas de todas las librerias
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también se secuenciaron antes de la hibridacion de la
sonda para determinar el cambio multiplo de la reaccion
de enriquecimiento.

El valor del virus, la calidad del ARN y el nimero de lecturas
por muestra afectan al numero de lecturas especificas del
virus obtenidas y a la cobertura del genoma virico. Como
pauta general, la recomendacion de lectura para este flujo
de trabajo es de 500 000 lecturas por muestra, pero estos
numeros pueden ser variables y esta cifra es solo un punto
de partida recomendado.

Analisis de datos

Para el analisis integrado en el instrumento, los
experimentos de secuenciacion se configuraron en

Local Run Manager mediante el modulo de analisis de
resecuenciacion. Este modulo permite introducir toda la
informacion del experimento y la seleccién del genoma
de referencia para la alineacién de secuencias posterior.
Los usuarios pueden cargar genomas de referencia
directamente en el instrumento, lo que permite una facil
personalizacion. El andlisis se inicia automaticamente
una vez finalizada la secuenciacion para que los usuarios
puedan interpretar los resultados lo mas rapido posible.
El modulo de resecuenciacion proporciona datos de
alineacion, cobertura y variantes pequefias, asi como
archivos FASTQ, BAM y VCF para su uso en otras
canalizaciones de analisis de datos, si se desea (figura 3).

Carga del genoma de referencia de interés
en el médulo de resecuenciacion de LRM

Generacion de datos de secuenciacion en el instrumento de eleccion
i (

Realizacién de analisis integrado en el instrumento (automatizado)

Uso de BaseSpace Sequence Hub para cargar los datos de secuenciacion

v

Realizacién de analisis adicionales en profundidad

con herramientas basadas en la nube

Figura 3: Flujo de trabajo de andlisis de enriquecimiento:

los experimentos de secuenciacion se configuran en Local Run
Manager y el andlisis de datos se realiza automaticamente una
vez finalizado el experimento. Si lo desea, puede disponer de
andlisis adicionales con aplicaciones de terceros.

IDbyDNA Explify Platform es una solucién facil de usar
para el analisis de datos en profundidad que cuenta

con un sdlido control de calidad de los datos (QC),

una interpretacion estandarizada de los resultados, bases
de datos cuidadosamente seleccionadas y la generacion
de informes personalizados. El andlisis de datos se basa en
los k-mery los pasos de alineacion, incluida la deteccién
de virus a nivel de proteinas, lo que aumenta la capacidad

Para uso exclusivo en investigacién. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.

de identificar virus nuevos y altamente divergentes.
Se puede acceder a la plataforma en BaseSpace™
Sequence Hub.

Resultados

Después de la preparacién y secuenciacién de libreria,
se utilizd el modulo de andlisis de resecuenciacion Local
Run Manager (v2.5.56.11) para alinear cada muestra con
el genoma de referencia OC43 del coronavirus, como
se describe en la Guia de flujo de trabajo del mddulo

de andlisis de resecuenciacion Local Run Manager.

Transcripcion inversa y deteccién de CoV con el
maodulo de resecuenciacion Local Run Manager

En este estudio, se utilizaron dos kits de transcripcion
inversa diferentes para generar ADN complementario
(ADNCc) para la preparacion de librerfas: un kit disponible
comercialmente de Thermo Fisher Scientific y un flujo de
trabajo derivado de los reactivos de ARN TruSeq de lllumina
(consulte la seccién Métodos para obtener mas detalles).
En el caso de las muestras de CoVOC43, los resultados
mostraron que el porcentaje de alineacion con el genoma
de referencia era superior al 99 % para el método de
transcripcién inversa de lllumina y superior al 97 % para el
método de Thermo Fisher Scientific (figura 4). El porcentaje
de alineacion de las muestras de adicion fue superior al

64 % y superior al 19 % para el perfil de oligonucledtidos

de virus respiratorios, independientemente del método

de transcripcion inversa (figura 4).

Método de transcripcién inversa (kit de ADN complementario [ADNc])

Thermo Maxima H Minus
[l CovOC43
Hl CoVOC43_95UHR

100 998 98,7

80 74,8
646
60
40
31,8
5 I8l
o . ol ol

Sin enriquecer Enriquecido  Sin enriquecer Enriquecido

Lecturas alineadas (%)

o

Figura 4: Rendimiento equivalente con diferentes kits

de ADN complementario (ADNc): el porcentaje de lecturas
alineadas para las muestras viricas transcritas de forma inversa
con los dos kits de ADN complementario (ADNc) diferentes
(consulte la seccion Métodos) se traza antes (sin enriquecer)

y después (enriquecidas) del enriquecimiento con el perfil

de oligonucledtidos de virus respiratorios.
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Como medida del éxito de la reaccién de captura e hibridacion
del objetivo, se compararon los porcentajes de lecturas
alineadas de las muestras antes y después del enriquecimiento
para calcular el cambio multiplo de enriquecimiento.

Los resultados mostraron aumentos significativos en

el enriquecimiento multiplo para las muestras de CoV
analizadas independientemente del método de transcripcion
inversa. Esto fue especialmente cierto para las muestras

de CoVOC43_95UHR, que mostraron un enriquecimiento
superior a 640 veces para el perfil de oligonucleotidos de
virus respiratorios (tabla 4).

La cobertura media proporciona una descripcién general

de la profundidad de cobertura de cada base en el genoma
de referencia, identificando cualquier region que no se haya
secuenciado. El enriquecimiento con sondas de objetivo virico
aumento en gran medida la cobertura media de la secuencia
virica para todas las muestras, independientemente del
método de transcripcion inversa (tabla 5).

Tabla 4: Criterios de medicién de enriquecimiento
del perfil de oligonucledtidos de virus respiratorios

ARN TruSeq de lllumina ~ Thermo Maxima H Minus

Muestra CoVOC43  CoVOC43_95UHR  CoVOC43  CoVOC43_95UHR

Enriquecimiento

1 5,5x 646x 3,1 748x
multiplo

Tabla 5: Cobertura media con el perfil de oligonucledtidos
de virus respiratorios?®

Kit de ADN
complementario CoVOC43 CoVOC43_95UHR
(ADNCc)
Sin enriquecer Enriquecido Sin enriquecer Enriquecido
ARN TruSeq de lllumina 427] 3283,5 2,6 2437,3
Thermo Maxima H Minus 987,0 3861,4 4,2 3035,0

a. Los criterios de medicion de cobertura media se han normalizado a 1 millén de
lecturas por muestra.

Analisis con la plataforma IDbyDNA Explify

La plataforma Explify identifico el coronavirus afiadido
(figura 5) y los cinco virus del grupo virico (figura 6).

La plataforma Explify proporcioné secuencias genémicas
consensuadas viricas, graficos de cobertura y la capacidad
demostrada de detectar coinfecciones con otros virus,
bacterias, hongos o parasitos (figura 5y figura 6).

La plataforma Explify también demostro que los datos
de enriquecimiento de CoVOC43_95UHR del perfil

de oligonucledtidos de virus respiratorios mostraron
una cobertura equivalente a la de los datos de
secuenciacién metagenomica indiscriminada“ (figura 7),
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Figura 5: Identificacion de OC43: se identifico OC43,
independientemente del kit de ADN complementario (ADNc),
con una cobertura gendémica elevada. Los datos se redujeron
a 1 millén de lecturas por muestra.
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Figura 6: Caracterizacion de grupos viricos: se identificaron
todas las cepas viricas de ARN y ADN en el grupo virico. El grupo
virico no se verificé con técnicas ortogonales, por lo que no hay
garantia de representacion equivalente de cada virus. Los datos
se redujeron a 1 millén de lecturas por muestra.
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Figura 7: Rendimiento equivalente con el método
indiscriminado: el enriquecimiento mostré un rendimiento

y una cobertura equivalentes a la secuenciacion metagendmica
indiscriminada.

lo que demuestra que el enriquecimiento con grupos
de sondas de objetivo viricas no introduce sesgos de
cobertura en comparacién con el método indiscriminado.

Resumen

La identificacion y caracterizacion de virus emergentes

es fundamental para mejorar la salud publica. En estas
situaciones, NGS es un método potente para la deteccién
de amplio alcance para identificar virus conocidos

y emergentes. El uso de lllumina DNA Prep with Enrichment
con perfiles dirigidos a patdgenos viricos permite a los
investigadores obtener datos gendmicos que pueden
confirmar la presencia de CoV y avanzar en los analisis,
como el genotipado y el analisis de variantes. El disefio

iHlumina
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independiente permite la identificacion generalizada de
virus patégenos en todos los tipos de muestras de interés
y el uso de indices dobles Unicos reduce el riesgo de
cualquier cruce de indexado de muestras de multiplexado.
Este flujo de trabajo facil de seguir permite la deteccion

y caracterizacion de brotes de patdégenos, como el nuevo
SARS-CoV-2.

Informacion adicional

Métodos de secuenciacién de virus
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