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Viral Surveillance
Panel

Secuenciacion optimizada del
genoma completo de virus de alto
impacto mediante enriquecimiento
por captura hibrida

o Cobertura de 66 virus identificados como de alto
riesgo para la salud publica

« Enriguecimiento selectivo de patdgenos viricos
de ARN y ADN

« Compatible con una serie de tipos de muestras
del huésped y del entorno
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VIRAL SURVEILLANCE PANEL

Supervision de las amenazas
viricas para la salud publica

El brote de SARS-CoV-2 de 2019 y el brote del virus
de la viruela del mono de 2022 han demostrado

la necesidad fundamental de un sistema de alerta
temprana de patdgenos y de herramientas para la
supervision y evaluacion de los brotes. La secuenciacion
de nueva generacion (NGS, Next-Generation
Sequencing) ofrece un enfoque eficaz para el cribado
de muestras y la deteccién de virus sin necesidad

de conocer previamente el agente infeccioso.

La informacion detallada que proporciona la NGS
permite importantes aplicaciones de caracterizacion
y supervision, como las siguientes:

« Secuenciacion reflexiva de muestras positivas
conocidas durante los brotes

« Seguimiento de las fuentes de infeccién y de las vias
de transmision

« Supervision de la evolucion virica y la resistencia
antivirica

Viral Surveillance Panel permite la deteccién mediante
NGS de 66 genomas viricos, incluidos los virus
identificados como riesgos importantes para la salud
publica por la Organizacién Mundial de la Salud

(OMS) (Tabla 1).' El panel usa un flujo de trabajo de
enriquecimiento de objetivos por captura hibrida que
permite la secuenciacion de diversos tipos de muestras
sin la necesidad de la alta profundidad de lectura

de la muestra que se requiere para la secuenciacion
metagendmica indiscriminada. En comparacion con
otros métodos de resecuenciacion selectiva, como la
secuenciacion de amplicones, la captura hibrida también
proporciona una cobertura mas uniforme a través de
los genomas, paneles de sondas sustancialmente

mas grandes y una mayor capacidad para identificar
mutaciones y secuencias relacionadas, lo que hace
que Viral Surveillance Panel sea ideal para la vigilancia
de brotes.

Flujo de trabajo de NGS
integrado y completo

El flujo de trabajo de Viral Surveillance Panel enriquece
los genomas viricos de una serie de muestras del
huésped y del entorno, incluidas las aguas residuales.?
Los pasos de secuenciacion de la preparacion de
librerfas se pueden completar en dos dias en los
sistemas de secuenciacion de referencia (Figura 1).
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Tabla 1: Incorporacion en Viral Surveillance Panel.!

Adenovirus Virus de la hepatitis B Parechovirus
Aichivirus Virus de la hepatitis C Parvovirus
Astrovirus Virus de la hepatitis E Poliovirus
Coronavirus-229E Virus de la gripe A Rinovirus

Coronavirus-HKU1

Virus de la gripe B

Virus de la fiebre
del Valle del Rift

Coronavirus-0C43

Virus de la encefalitis
japonesa

Rotavirus

Coronavirus-NL63

Virus Junin

Virus de la rubéola

Enterovirus

Virus Nipah

Virus de la encefalitis
equina venezolana

Hantavirus

Virus de la fiebre
hemorrdgica de Omsk

Virus de la encefalitis
equina occidental

Henipavirus Hendra

Virus del papiloma
humano oncolitico

Virus de la fiebre
amarilla

Virus Chapare

Virus de la
inmunodeficiencia
humana de tipo 1

Poliomavirus

Virus Chikungufia

Virus de la
inmunodeficiencia
humana de tipo 2

Virus respiratorio
sincitial

Virus de Coxsackie

Virus de la enfermedad

de la selva de Kyasanur

Virus Sabia

Virus de la encefalitis
equina oriental

Metaneumovirus

Virus Torque Teno

Virus de la fiebre

Virus de la fiebre

hemorrdgica de Salivirus
h de Lassa
Crimea-Congo
Virus de la hepatitis A Virus paragripal Virus del Zika
) Virus de la fiebre .
Virus del dengue 1 hemorragica de Lujo Sapovirus
Virus del dengue 2 Virus Machupo SARS-COV
Virus del dengue 3 Virus de Marburgo SARS-COV-2

Virus de la encefalitis

Virus del dengue 4 MERS-CoV transmitida por
garrapatas
Virus del Ebola Virus de la viruela Virus variola
del mono
Virus Guanarito Norovirus Vlru_s del Nilo
Occidental
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VIRAL SURVEILLANCE PANEL

Preparacion de librerias
de Viral Surveillance Panel

Aislamiento del acido nucleico

Extraccion de ARN/ADN total
de las muestras

con Viral Surveillance Panel

Illumina RNA Prep with Enrichment

Secuenciacion Andlisis

| S

Proceso de Enriquecimiento

A i 24 h
proximadamente oras Microbiano de BaseSpace

Figura 1: Flujo de trabajo de Viral Surveillance Panel: en un flujo de trabajo optimizado y completo, las librerfas se preparan a partir de
muestras del entorno o del huésped, se secuencian en cualquier sistema de secuenciacion de lllumina y se analizan en el proceso de
Enriquecimiento Microbiano de BaseSpace para la deteccidn virica, la generacion por consenso del genoma completo, la asignacion
de lecturas a las mejores mutaciones viricas y la caracterizacion de cepas. El tiempo de secuenciacion varia segun la profundidad de

lectura de muestra y el sistema de secuenciacion que se use.

Preparacion de librerias

Viral Surveillance Panel sigue el mismo protocolo

de preparacion de librerias que lllumina Respiratory
Virus Oligo Panel.® lllumina RNA Prep with Enrichment
usa tagmentacion en bolas seguida de un paso de
hibridacion Unica para proporcionar un flujo de trabajo
rapido para generar librerias enriquecidas. lllumina RNA
Prep with Enrichment proporciona:

« Flujo de trabajo répido y compatible con la
automatizacién que se puede completar en
aproximadamente dos dias con un minimo de tiempo
de participacién activa

» Cantidad de entrada de muestras flexible que va
de 10 ng a 100 ng de acido nucleico total

« Productividad flexible que admite la multiplexacion
de hasta 384 muestras en un experimento Unico

Secuenciacion

Los requisitos de menor profundidad de lectura para
las librerias enriquecidas con VSP permiten multiples
opciones de sistemas de secuenciacion, incluidos los
sistemas de referencia MiniSeq", MiSeq", y NextSeq" 550,
NextSeq 1000 y NextSeq 2000. El titulo del virus, la
calidad de la muestra de acido nucleico, la profundidad
de lectura de la muestra y el nimero de lecturas por
muestra influyen en el numero de lecturas especificas
del virus y en la cobertura de la secuencia obtenida.

La recomendacion general de profundidad de lectura
de secuenciacion para muestras de buena calidad es
de un minimo de 2 millones de lecturas "paired-end"
por muestra con una longitud de lectura de 149 pb.

La profundidad de lectura de muestra recomendada
también varia segun el tipo de muestra. En el caso de
muestras mas complejas, como las aguas residuales,
se recomienda un minimo de 4 millones de lecturas
"paired" por muestra.
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Analisis de datos

Viral Surveillance Panel es compatible con el proceso
de analisis secundario de Enriquecimiento Microbiano,
disponible en BaseSpace™ Sequence Hub. El proceso
de Enriguecimiento Microbiano proporciona el
ensamblaje de contigos, las secuencias de consenso
y la cobertura del genoma para los genomas viricos
que aparecen en el panel.

Rendimiento

Enriquecimiento de objetivos

El enriquecimiento de objetivos por captura hibrida para
Viral Surveillance Panel se realiza con el kit lllumina
RNA Prep with Enrichment. En comparacion con la
secuenciacion metagendmica indiscriminada, en la que
se secuencian todos los ARN/ADN, la captura hibrida
selectiva reduce la secuenciacion innecesaria de los
microbios huéspedes y no objetivo, lo que reduce

los costes y permite una amplia secuenciacion de los
genomas viricos en los sistemas de secuenciacion

de referencia (Figura 2).

La secuenciacién del genoma completo (WGS, Whole-
Genome Sequencing) de mdltiples virus a la vez
permite la vigilancia virica y el andlisis de la evolucion
virica. Las sondas de enriquecimiento de objetivos de
Viral Surveillance Panel proporcionan una cobertura
uniforme de genomas de virus completos (Figura 3).
Ademas, las oligosondas usadas para los protocolos

de captura hibrida siguen siendo eficaces dentro de las
regiones mutadas, lo que permite la captura de virus
que evolucionan rapidamente, como los virus de ARN.
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VIRAL SURVEILLANCE PANEL

A. Control del virus del dengue enriquecido con Viral Surveillance Panel
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C. Control del virus de la viruela del mono enriquecido con Viral
Surveillance Panel
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B. Control del virus del dengue secuenciado sin enriquecimiento
(secuenciacion indiscriminada)
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D. Control del virus de la viruela del mono secuenciado sin enriquecimiento
(secuenciacion indiscriminada)
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Figura 2: Recuento de lecturas y ganancias de cobertura del genoma virico mediante Viral Surveillance Panel: rendimiento de

Viral Surveillance Panel y la secuenciacion sin enriquecimiento en comparacién con los controles viricos disponibles en el mercado.

(A) Control del virus del dengue mezclado en un fondo de 10 ng de ARN humano y enriquecido con Viral Surveillance Panel, (B) Control
del virus del dengue mezclado en un fondo de 10 ng de ARN humano y secuenciado sin enriquecimiento, (C) Control del virus de la
viruela del mono mezclado en un fondo de 10 ng de ARN humano y 10 ng de ADN humano y enriquecido con Viral Surveillance Panel,
(D) Control del virus de la viruela del mono secuenciado sin enriquecimiento mezclado en un fondo de 10 ng de ARN humano y 10 ng
de ADN humano y secuenciado sin enriquecimiento. Las muestras se secuenciaron y los datos se normalizaron a 2 millones de lecturas

"paired-end" a 2 x 149 pb.

A. Control del virus del dengue: 15 000 copias de virus mezcladas con 10 ng de ARN humano
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B. Control del adenovirus, 75 000 copias de virus mezcladas con 10 ng de ARN y 10 ng de ADN
humanos
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C. Control del virus Chikungufia, 20 000 copias de virus mezcladas con 10 ng de ARN humano
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Figura 3: Genoma virico uniforme tras el enriquecimiento con
Viral Surveillance Panel: los controles viricos se prepararon
mezclando controles viricos con un nimero de copias conocido
con una mezcla de 10 ng de ARN/ADN humano. Las librerias se
prepararon y secuenciaron siguiendo el flujo de trabajo de Viral
Surveillance Panel.
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Vigilancia de las aguas residuales

La vigilancia de las secuencias viricas en las aguas
residuales constituye un indicador regional de la
propagacién comunitaria de patégenos viricos,

lo que proporciona a los profesionales de la salud
publica una valiosa informacién para la planificacion
de la respuesta. Viral Surveillance Panel se puede
usar con estas muestras para permitir la deteccién
e identificacion tempranas de genomas viricos en
aguas residuales a concentraciones mas bajas que
en la secuenciacion indiscriminada (Tabla 2).

Resumen

Viral Surveillance Panel proporciona un flujo de trabajo
optimizado y completo para la deteccién y supervision
de brotes viricos. Incluye sondas de captura hibrida
para 66 genomas completos de ARN y ADN de virus
que se han identificado como de alto riesgo para

la salud publica.' El enriquecimiento de objetivos

por captura hibrida reduce la necesidad de una alta
profundidad de lectura de muestra al centrarse en las
secuencias objetivo. Esto reduce los costes y aumenta
la capacidad de productividad. El flujo de trabajo
también es compatible con una serie de tipos de
muestras y aplicaciones, incluida la vigilancia
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VIRAL SURVEILLANCE PANEL

Tabla 2: Virus detectados en las aguas residuales mediante Viral Surveillance Panel o la secuenciacién

indiscriminada.?

Viral Surveillance
Panel

Secuenciacion
indiscriminada

Secuenciacion
indiscriminada

Viral Surveillance
Panel

Virus identificado

Cobertura del genoma =5x (%)

Lecturas (recuento)

Astrovirus 98,9 0 122 525 7
Poliomavirus JC 98,9 0 29749 0
Poliomavirus BK 97,8 0 29 318 5
hCoV-0C43 87,3 0 23352 8
Aichivirus A 95,1 0 16 919 4
Norovirus GlI 90,0 0 7873 0
Virus de Coxsackie A19 65,2 0 7195 0
Norovirus GII.P7_GlII.6 69,7 0 2572 0
Virus tipo Norwalk 57,3 0 1191 0
Cepa Gl del norovirus 51,2 0 859 0

a. Las muestras fueron recogidas por los investigadores de la Universidad Estatal de Colorado y los acidos nucleicos totales purificados se enviaron a lllumina para su
analisis. Las librerfas se prepararon y secuenciaron usando 100 ng de dcidos nucleicos totales

de las aguas residuales para detectar la presencia
regional de virus. Por ultimo, Viral Surveillance Panel
es compatible con el proceso gratuito de Analisis de
Enriquecimiento Microbiano en BaseSpace Sequence
Hub. Este flujo de trabajo de NGS ofrece a las
organizaciones de salud publica y a los investigadores
una alternativa avanzada a la costosa y complicada
secuenciacion indiscriminada.

Informacion adicional

Viral Surveillance Panel, illumina.com/products/by-type/
sequencing-kits/library-prep-kits/viral-surveillance-
panel.html

lllumina RNA Prep with Enrichment, illumina.com/
products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/
rna-prep-enrichment.html

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

Plataformas de secuenciacion de lllumina, illumina.com/
systems/sequencing-platforms.html
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Datos para realizar pedidos

Producto N.° de catdlogo

Viral Surveillance Panel

(96 samples) 20088154
Viral Surveillance Panel with

lllumina RNA Prep with Enrichment 20087932
Indexes Set A (96 samples)

Viral Surveillance Panel with

lllumina RNA Prep with Enrichment 20087929

Indexes Set B (96 samples)
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