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Viral Surveillance
Panel

Optimierte Sequenzierung des
Genoms hochansteckender
Viren auf Basis von Hybrid-
Capture-Anreicherung

« Coverage von 66 Viren, die als schwerwiegende Risiken
fur die 6ffentliche Gesundheit eingestuft werden

« Gezielte Anreicherung von viralen RNA- und DNA-
Pathogenen

« Geeignet fur zahlreiche Arten von Wirts- und
Umweltproben
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VIRAL SURVEILLANCE PANEL

Uberwachung von Viren mit
hohem Risiko fur die &6ffentliche
Gesundheit

Der Ausbruch von SARS-CoV-2 im Jahr 2019

und der Ausbruch des Affenpockenvirus im

Jahr 2022 haben deutlich gemacht, wie wichtig

ein Pathogen-Frihwarnsystem und geeignete
Instrumente zur Uberwachung und Evaluierung von
Krankheitsausbrichen sind. Die Sequenzierung

der nachsten Generation (NGS, Next-Generation
Sequencing) ist ein wirksames Verfahren fir das
Proben-Screening und den Virennachweis, bei dem
der Infektionserreger nicht bereits vorab bekannt sein
muss. NGS liefert umfassende Informationen fur wichtige
Anwendungen zur Bestimmung und Uberwachung,
darunter:

« Nachsequenzierung bekannter Positivproben
wahrend Ausbrtchen

« Bestimmung von Infektionsquellen und
Ubertragungswegen

« Uberwachung von viraler Evolution und antiviraler
Resistenz

Das Viral Surveillance Panel ermoglicht den NGS-
Nachweis von 66 Virusgenomen, einschlieBlich Viren,
die die Weltgesundheitsorganisation (WHO) als
bedeutende Risiken fur die 6ffentliche Gesundheit
einstuft (Tabelle 1).! Beim Panel kommt ein Hybrid-
Capture-Workflow zur Target-Anreicherung zum Einsatz,
sodass sich zahlreiche Probentypen sequenzieren
lassen, ohne dass die fur die Shotgun-Metagenomik-
Sequenzierung erforderliche hohe Proben-Read-Tiefe
bendtigt wird. Im Vergleich zu anderen Verfahren fur

die gezielte Resequenzierung (wie beispielsweise die
Amplikon-Sequenzierung) zeichnet sich das Hybrid-
Capture-Verfahren zudem durch eine einheitlichere
genomubergreifende Coverage, wesentlich groBere
Sonden-Panels und eine héhere Fahigkeit zur
Bestimmung von Mutationen und zugehdrigen
Sequenzen aus. Damit ist das Viral Surveillance Panel
bestens fir die Uberwachung von Ausbriichen geeignet.

Integrierter, umfassender NGS-
Workflow

Beim Workflow des Viral Surveillance Panel
werden Virusgenome aus einer Reihe von Wirts-
und Umweltproben, einschlieBlich Abwasser,
angereichert.? Die Bibliotheksvorbereitungs- und
Sequenzierungsschritte kdnnen innerhalb von zwei
Tagen auf Tischsequenziersystemen durchgefuhrt
werden (Abbildung 1).
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Tabelle 1: Inhalt des Viral Surveillance Panel’

Adenovirus Hepatitis-B-Virus Parechovirus
Aichivirus Hepatitis-C-Virus Parvovirus
Astrovirus Hepatitis-E-Virus Poliovirus

Chapare-Virus

Humanes

Immundefizienz-Virus 1

Polyomavirus

Chikungunya-Virus

Humanes

Immundefizienz-Virus 2

Respiratorisches
Synzytial-Virus

Coronavirus 229E

Influenza-A-Virus

Rhinovirus

Coronavirus HKU1

Influenza-B-Virus

Rifttal-Fieber-Virus

Coronavirus OC43 éig:;f;ig_vws Rotavirus
Coronavirus NL63 Junin-Virus Rotelnvirus
Coxsackie-Virus \Pj?/rissanur—Wald—Fieber— Sabia-Virus
Dengue-Virus 1 Lujo-Virus Sapovirus
Dengue-Virus 2 Machupo-Virus SARS-COV
Dengue-Virus 3 Marburg-Virus SARS-COV-2
Dengue-Virus 4 MERS-CoV FSME-Virus
Ebolavirus Affenpockenvirus Variolavirus

Venezolanische-

Enterovirus Nipah-Virus Pferdeenzephalitis-
Virus
Guanarito-Virus Norovirus West-Nil-Virus
Omsk- Westliche-
Hantavirus hamorrhagisches- Pferdeenzephalitis-
Fieber-Virus Virus

Hendra-Henipavirus

Onkolytisches

humanes Papillomvirus

Gelbfieber-Virus

Hepatitis-A-Virus

Parainfluenzavirus

Zika-Virus

Krim-Kongo-Fieber-
Virus

Lassa-Virus

Salivirus

Ostliche-
Pferdeenzephalitis-
Virus

Metapneumovirus

Torque-Teno-Virus
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VIRAL SURVEILLANCE PANEL

Nukleinsaureisolation V.ira.l el Ranel— Sequenzierung Analyse
Bibliotheksvorbereitung

RNA/DNA-Extraktion
aus Proben (gesamt)

lllumina RNA Prep with Enrichment
with Viral Surveillance Panel

BaseSpace Microbial

ca. 24 Stunden Enrichment-Pipeline

Abbildung 1: Workflow des Viral Surveillance Panel: In einem optimierten, umfassenden Workflow werden Bibliotheken aus Umwelt-
oder Wirtsproben vorbereitet, auf einem beliebigen lllumina-Sequenziersystem sequenziert und in der BaseSpace Microbial Enrichment-
Pipeline fur die Virusbestimmung, die Generierung von Konsensus-Genomsequenzen, das Read-Mapping auf Viren mit der hochsten
Ubereinstimmung und die Stammtypisierung analysiert. Die Dauer der Sequenzierung ist abhangig von der Proben-Read-Tiefe und

dem jeweiligen Sequenziersystem.

Bibliotheksvorbereitung

Das Protokoll zur Bibliotheksvorbereitung des Viral
Surveillance Panel entspricht dem des lllumina
Respiratory Virus Oligo Panel.® lllumina RNA Prep with
Enrichment bietet dank On-Bead-Tagmentierung,
gefolgt von einem einzigen Hybridisierungsschritt, einen
schnellen Workflow fur die Generierung angereicherter
Bibliotheken. Vorteile von lllumina RNA Prep

with Enrichment:

« Schneller, fur die Automatisierung geeigneter
Workflow, der in etwa zwei Tagen mit minimalem
manuellen Aufwand durchgefuhrt werden kann

« Flexible Probenmenge von 10 ng bis 100 ng Gesamt-
Nukleinsaure

» Skalierbarer Durchsatz, geeignet fur das Multiplexing
von bis zu 384 Proben in einem einzigen Lauf

Sequenzierung

Aufgrund der bei VSP-angereicherten Bibliotheken
geringeren Anforderungen an die Read-Tiefe konnen
zahlreiche Sequenziersysteme verwendet werden,
darunter die Tischsysteme MiniSeq”, MiSeq™ sowie
NextSeq" 550, NextSeq 1000 und NextSeq 2000.

Die Anzahl der virusspezifischen Reads und die erzielte
Sequenz-Coverage sind abhdngig vom Virustiter, der
Qualitat der Nukleinsaureprobe, der Proben-Read-Tiefe
sowie der Anzahl der Reads pro Probe. Die allgemeine
Empfehlung fur die Read-Tiefe bei der Sequenzierung
fur Proben guter Qualitat betragt minimal zwei Millionen
Paired-End-Reads pro Probe mit einer Read-Lénge

von 149 bp. Die empfohlene Read-Tiefe hangt zudem
vom jeweiligen Probentyp ab. Fir komplexere Proben
(z. B. Abwasser) werden mindestens vier Millionen
Paired-End-Reads pro Probe empfohlen.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.

Datenanalyse

Das Viral Surveillance Panel I8sst sich gemeinsam
mit der Microbial Enrichment-Sekundaranalyse-
Pipeline von BaseSpace™ Sequence Hub verwenden.
Die Microbial Enrichment-Pipeline liefert Contig-
Assemblierung, Konsensus-Sequenzen und Genom-
Coverage fur die im Panel enthaltenen Virusgenome.

Leistung

Target-Anreicherung

Die Hybrid-Capture-Target-Anreicherung fur das Viral
Surveillance Panel erfolgt anhand des lllumina RNA

Prep with Enrichment Kit. Im Vergleich zur Shotgun-
Metagenomik-Sequenzierung, bei der die gesamte RNA/
DNA sequenziert wird, reduziert das gezielte Hybrid-
Capture-Verfahren die unndtige Sequenzierung von
RNA/DNA des Wirts bzw. von Mikroorganismen, die nicht
von Interesse sind. Das senkt die Kosten und ermaoglicht
eine umfassende Sequenzierung von Virusgenomen

auf Tischsequenziersystemen (Abbildung 2).

Die gleichzeitige Sequenzierung des Genoms

mehrerer Viren ermdglicht die Uberwachung auf Viren
sowie die Analyse der viralen Evolution. Die Target-
Anreicherungssonden im Viral Surveillance Panel sorgen
fur eine einheitliche Coverage gesamter Virusgenome
(Abbildung 3). Zudem sind die fur Hybrid-Capture-
Protokolle verwendeten Oligosonden auch in mutierten
Regionen wirksam, sodass auch Viren erfasst werden
koénnen, die sich schnell verdndern (z. B. RNA-Viren).

M-GL-01240 DEU V1.0 | 3


https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/respiratory-virus-oligo-panel.html
https://www.illumina.com/products/by-type/informatics-products/basespace-sequence-hub/apps.html
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A. Mit Viral Surveillance Panel angereicherte Dengue-Virus-
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D. Ohne Anreicherung sequenzierte Affenpockenvirus-
Kontrollprobe (Shotgun)
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Abbildung 2: Hohere Read-Zahlen und Virusgenom-Coverage mit dem Viral Surveillance Panel: Vergleich der Leistung des Viral
Surveillance Panel und der Sequenzierung ohne Anreicherung unter Verwendung handelsUblicher Viruskontrollproben. (A) Dengue-
Virus-Kontrollprobe, gemischt mit 10 ng Human-RNA und angereichert mit Viral Surveillance Panel, (B) Dengue-Virus-Kontrollprobe,
gemischt mit 10 ng Human-RNA und ohne Anreicherung sequenziert, (C) Affenpockenvirus-Kontrollprobe, gemischt mit 10 ng Human-
RNA sowie 10 ng Human-DNA und angereichert mit Viral Surveillance Panel, (D) Affenpockenvirus-Kontrollprobe, sequenziert ohne
Anreicherung, gemischt mit 10 ng Human-RNA sowie 10 ng Human-DNA und ohne Anreicherung sequenziert. Die Proben wurden
sequenziert und die Daten auf zwei Millionen Paired-End-Reads bei 2 x 149 bp normalisiert.
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2
3 103 0N A
= \Vg \ APV
o
K
=
o 10
<)
o
o --- Median: 903
38 107
2.000 4.000 6.000 8.000 10.000

Position im Genom (bp)
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C. Chikungunya-Virus-Kontrollprobe, 20.000 Viruskopien gemischt mit 10 ng Human-RNA
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Abbildung 3: Einheitliches Virusgenom nach Anreicherung mit
dem Viral Surveillance Panel: Die Viruskontrollproben wurden
durch Mischen von Viruskontrollproben mit bekannter Kopienzahl
mit einer Mischung aus 10 ng Human-RNA/DNA hergestellt.

Die Bibliotheken wurden gemaB dem Workflow des Viral
Surveillance Panel vorbereitet und sequenziert.
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Abwasseruberwachung

Die Uberwachung von Abwasser auf Virussequenzen
stellt einen Indikator fur die regionale Verbreitung viraler
Pathogene dar und liefert wertvolle Informationen

fr die Planung von MaBnahmen im offentlichen
Gesundheitswesen. Mit dem Viral Surveillance Panel
lassen sich Virusgenome in Abwasserproben bei
niedrigeren Konzentrationen erkennen und bestimmen
als mit der Shotgun-Sequenzierung (Tabelle 2).

Zusammenfassung

Das Viral Surveillance Panel bietet einen optimierten
Komplett-Workflow zur Bestimmung und Uberwachung
von Virusausbrichen. Es umfasst Hybrid-Capture-
Sonden fur 66 RNA- und DNA-Virusgenome, die als
schwerwiegende Risiken fur die 6ffentliche Gesundheit
gelten.! Da bei der Hybrid-Capture-Target-Anreicherung
eine Fokussierung auf die Zielsequenzen erfolgt,

ist keine hohe Proben-Read-Tiefe erforderlich. Das
senkt die Kosten und erhoht den Durchsatz. Zudem

ist der Workflow fur eine Reihe von Probentypen

und Anwendungen geeignet, einschlieBlich der
regionsspezifischen Bestimmung des Vorhandenseins
von Viren durch Abwassertberwachung.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.



VIRAL SURVEILLANCE PANEL

Tabelle 2: Mit Viral Surveillance Panel oder Shotgun-Sequenzierung in Abwasser nachgewiesene Viren?

Viral Surveillance Shotgun- Viral Surveillance Shotgun-
Panel Sequenzierung Panel Sequenzierung

) Genome mit mehr als
Erkanntes Virus 5-facher Coverage (%) Reads (Anzahl)

Astrovirus 98,9 0 122.525 7
JC-Virus 98,9 0 29.749 0
BK-Virus 97,8 0 29.318 5
hCoV-0C43 87,3 0 23.352 8
Aichivirus A 95,1 0 16.919 4
Norovirus GlI 90,0 0 7.873 0
Coxsackie-Virus A19 65,2 0 7195 0
Norovirus GII.P7_GlI.6 69,7 0 2.572 0
Norovirus 57,3 0 1191 0
Norovirus Gl 51,2 0 859 0

a. Die Proben wurden von Forschern der Colorado State University entnommen und die gereinigten Gesamt-Nukleinsduren zur Untersuchung an lllumina gesendet.
Die Bibliotheken wurden aus 100 ng Gesamt-Nukleinsduren vorbereitet und sequenziert.

SchlieBlich kann das Viral Surveillance Panel auch noch Bestellinformationen

zusammen mit der kostenlosen Microbial Enrichment
Analysis-Pipeline auf BaseSpace Sequence Hub
verwendet werden. Mit diesem NGS-Workflow steht

Organisationen des 6ffentlichen Gesundheitswesens Produkt Katalog-Nr.
und Forschern eine fortschrittliche Alternative zur

teuren, komplizierten Shotgun-Sequenzierung Viral Surveillance Panel 20088154
zur Verfugung. (96 samples)

Weite re | nfo rm atio nen Viral Surveillance Panel with

lllumina RNA Prep with Enrichment 20087932

Viral Surveillance Panel, illumina.com/products/by-type/ Indexes Set A (96 samples)

sequencing-Kkits/library-prep-kits/viral-surveillance-
panel.html

Viral Surveillance Panel with
lllumina RNA Prep with Enrichment 20087929

lllumina RNA Prep with Enrichment, illumina.com/ Indexes Set B (96 samples)

products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/
rna-prep-enrichment.html

BaseSpace-Anwendungen, illumina.com/products/
by-type/informatics-products/basespace-sequence-
hub/apps.html

lllumina-Sequenzierplattformen, illumina.com/systems/
sequencing-platforms.html
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