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RESUMO

INTRODUCAO: A analise metagendmica de dados de tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo (NGS) tem fornecido oportunidades para o diagndéstico e vigilancia em satide publica
de patégenos conhecidos e ou emergentes em amostras clinicas. OBJETIVO: Neste trabalho
objetivou-se padronizar e validar um método de sequenciamento de nova geracdo (NGS) para
analise metagenomica viral utilizando o MinlON. MATERIAL E METODOS: Dados de
treinamento foram utilizados em benchmarks, para testar os diferentes workflows (wf) de
bioinformatica e otimizar o tempo de processamento das analises de reconhecimento das bases
(basecalling) e demultiplexacdo. A principal diferenca entre os wfs consistiu no software
utilizado para classificagdo taxonémica sendo: primariamente, utilizamos o Kraken2 no wfl,
que classifica virus e bactérias a partir de um grande banco de dados; e 0 BLAST no wf2, que
utiliza um banco local apenas com sequencias de referéncia virais de interesse (painel); e,
alternativamente, utilizamos o Genome Detective no wf3, que é uma ferramenta web para
analise de sequencias virais; e, por fim, o Epi2ME no wf4, para uma analise rapida e
automatizada. Um ensaio de diluicdo seriada utilizando a vacina de poliovirus atenuados (OPV)
foi realizado para testar o limiar de deteccdo dos nossos métodos. Amostras clinicas
retrospectivas e recentes de arboviroses, casos suspeitos de meningites virais, infeccdes agudas
do trato respiratorio e infecgOes crénicas causadas por hepatites virais e HIV, além de amostras
de isolados virais foram testadas. O RNA viral foi enriquecido pela deplecdo do DNA por
DNAses. O cDNA foi sintetizado por transcri¢do reversa e amplificado por SISPA antes da
preparacdo das bibliotecas e sequenciamento num dispositivo portatil MinlON (ONT). Uma
analise de acurécia foi realizada utilizando-se diferentes cut-off (0,0% a 5,0%) da abundéancia
relativa em nivel de reads e contigs classificadas para eliminar “ruidos” ou artefatos do
sequenciamento. RESULTADOS: O basecalling para o modelo fast foi otimizado, 1,36 horas,
e para 0 modelo hac, 30,72 horas, que representa reducdo de 10% e 81%, respectivamente, no
tempo médio de processamento dos dados de treinamento. Entretanto, o modelo fast foi
preferido por ter melhor relacdo do custo computacional e acuracia. Foi possivel identificar os
enterovirus presentes na OPV até a diluicdo de 10 tanto pelo wfl quanto pelo wf2. Ao todo,
seis bibliotecas foram preparadas contendo 35 amostras clinicas com suspeita de infeccdo por
virus RNA. Tanto em nivel de reads quanto contigs, o wf3 apresentou a melhor acurécia (70%)
e (67%), respectivamente, utilizando um cut-off > 1,0%. O wf4 ndo disponibiliza as reads
classificadas para montagem e analise em nivel de contigs. CONCLUSOES: Os resultados
deste estudo demonstram que a utilizacdo de uma metodologia de NGS metagenémica
possibilita o diagnostico acurado de patogenos virais de importancia clinica. O MinlON foi
capaz de realizar a analise do viroma e diagndstico de infecgdes virais com acuracia. Avangos
nessa metodologia podem reduzir custos e poderdo possibilitar viabilizar sua utilizacdo na
rotina de diagnostico, com a vantagem de permitir a vigilancia e descoberta de agentes
emergentes.

Palavras-chave: Metagendmica. Sequenciamento de nova geracdo. Viroma. Sequenciamento
por nanoporos. Protocolo de validacéo.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: The metagenomic analysis of data from next-generation sequencing
technologies (NGS) has provided opportunities for the diagnosis and public health surveillance
of known and/or emerging pathogens in clinical samples. OBJECTIVE: This work aimed to
standardize and validate NGS method for viral metagenomic analysis using MinlON.
MATERIAL AND METHODS: Training data were used in benchmarks, to test the different
bioinformatics workflows (wf) and to optimize the processing time of the analysis of bases
recognition (basecalling) and demultiplexing. The main difference between the wfs consisted
of the software used for taxonomic classification: primarily, we used Kraken2 in wfl, which
classifies viruses and bacteria from a large database; and BLAST in wf2, which uses a local
bank with only viral reference sequences of interest (panel); and, alternatively, we use Genome
Detective in wf3, which is a web tool for viral sequence analysis; and finally, Epi2ME in wf4
for fast automated analysis. A serial dilution assay using the attenuated poliovirus oral vaccine
(OPV) was performed to test the detection threshold of our methods. Retrospective and recent
clinical samples of arboviruses, suspected cases of viral meningitis, acute respiratory tract
infections and chronic infections caused by viral hepatitis and HIV, in addition to samples of
viral isolates were tested. Viral RNA was enriched by DNAse depletion. cDNA was synthesized
by reverse transcription and amplified by SISPA prior to library preparation and sequencing in
a portable MinlON device (ONT). An accuracy analysis was performed using different cut-offs
(0.0% to 5.0%) of the relative abundance at the level of classified reads and contigs to eliminate
“noise” or sequencing artifacts. RESULTS: The basecalling for the fast model was optimized,
1.36 hours, and for the hac model, 30.72 hours, which represents a reduction of 10% and 81%,
respectively, in the average processing time of the training data. However, the fast model was
preferred because it had a better relation between computational cost and accuracy. It was
possible to identify the enteroviruses present in OPV up to a 10 dilution by both wfl and wf2.
In all, six libraries were prepared containing 35 clinical specimens with suspected RNA virus
infection. Both in terms of reads and contigs, wf3 showed the best accuracy (70%) and (67%),
respectively, using a cut-off > 1.0%. wf4 does not make sorted reads available for contig-level
assembly and parsing. CONCLUSIONS: The results of this study demonstrate that the use of
a metagenomic NGS methodology enables the accurate diagnosis of clinically important viral
pathogens. The MinlON was able to accurately perform virome analysis and diagnosis of viral
infections. Advances in this methodology can reduce costs and enable its use in routine
diagnosis, with the advantage of allowing surveillance and discovery of emerging agents.

Keywords: Metagenomics. Next generation sequencing. Virome. Nanopore sequencing.
Validation protocol.
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1 INTRODUCAO

Durante uma vigilancia em saude pablica prolongada ha certas lacunas que permitem a
disseminacéo de surtos locais e que estdo relacionadas a desafios durante diagnosticos clinicos
primarios, como 1) a sobreposi¢éo de apresentacdes clinicas causadas por maltiplos patégenos,
2) patdgenos que causam formas novas ou raras de uma doenga e 3) o surgimento de patégenos
novos ou inesperados ndo investigados por diagnosticos de rotina. Como pode ser visto, 0
diagnostico laboratorial é crucial para identificacdo dos agentes causadores de doencas
infecciosas e a implementacdo de intervences efetivas.

Infelizmente, o diagndstico laboratorial tende a ser limitado pela falta de métodos
amplamente padronizados e validados localmente para identificacdo de alguns agentes
circulantes e é inexistente para alguns agentes emergentes. Algumas limitaces das atuais
metodologias de diagndstico, como a necessidade de conhecimento prévio do patégeno, a
sensibilidade dos métodos e a qualidade da amostra determinam que em 20% a 60% dos casos
permanecem sem diagndstico (FORBES et al., 2017; VAN GAGELDONK-LAFEBER et al.,
2005; GLASER et al., 2006; GLASER; BLOCH, 2009; THOMAS et al., 2015).

Os testes microbioldgicos convencionais em uso detectam um ndmero limitado de um
painel de patdgenos e requerem que 0 microrganismo seja cultivado com sucesso a partir da
amostra clinica (CHIU; MILLER, 2019). O diagnoéstico de infeccBes virais é ainda mais
limitado pela dificuldade em encontrar sistemas de isolamento viral especificos e
disponibilidade de métodos de diagndstico, sobretudo para agentes emergentes. A analise
metagendmica de dados NGS ¢é particularmente atraente para o diagnostico e a vigilancia em
salde publica de doencas infecciosas porque a abordagem pode detectar amplamente virus,
bactérias e parasitas em amostras clinicas a partir de sequéncias gendmicas desses agentes
(PALLEN, 2014; MILLER et al., 2013).

Em todos os cenarios apresentados, a metagendmica incorporada em um programa
clinico de diagnostico e vigilancia pode ajudar a detectar e identificar patdgenos causadores de
doencas infecciosas graves. Entretanto, a utilizacdo da metagendmica voltada para o estudo da
diversidade viral é bastante complexa e a padronizacdo e validagdo de técnicas que se utilizam
dessa tecnologia ainda nédo estdo bem estabelecidos. Em suma, para identificar surtos, prevenir
a disseminacdo de doencas e oferecer o tratamento adequado aos pacientes, faz-se necessario a
utilizacdo de técnicas capazes de diagnosticar os agentes virais causadores de doengas

infecciosas graves.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DIAGNOSTICO DE DOENCAS INFECCIOSAS

2.1.1 Breve historico do diagnéstico clinico

Nos ultimos 3.000 anos o diagndéstico de doencas se modificou e evoluiu bastante. De
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, o conceito de saude se define como o estado de
completo bem-estar fisico, mental e social e ndo mera auséncia de moléstia ou enfermidade
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1948).

Entretanto na antiguidade, acreditava-se que uma doenca era determinada por
desequilibrios entre os humores e a medicina era de cunho magico e/ou religioso, onde 0s
deuses possuiam capacidade de curar ou provocar doencas (QUARESMA, 2011). Foram
tempos emblematicos do horror aos sintomas ao pavor por um sentimento de culpabilidade
individual e coletiva” (LE GOFF, 1991). Muitos anos se passaram até que a partir da segunda
metade do século XIX é consolidada a teoria que as doencas sdo geradas por agentes
microscopicos espalhados no ar, na agua e no préprio ser humano, fundamentando as bases
para a salde publica contemporanea (QUARESMA, 2011).

A ciéncia do diagndstico foi avancando a partir do desenvolvimento e aperfeicoamento
de instrumentos de precisao, tais como o estetoscopio, microscopio, termdmetro, entre outros
equipamentos médicos sdo responsaveis pela constante evolucdo no diagndstico de doencas.

Além da descoberta e implantacdo de diferentes técnicas de cultivo de microrganismos
para fins de estudos. A medicina moderna possui uma dimensdo social e coletiva, ao invés de
individual (FOUCAULT, 1992). O exame clinico é uma ferramenta diagndstica poderosa para
0 médico clinico e € bastante comum ouvirmos de diversos médicos e estudantes de medicina
que “a clinica ¢ soberana”. Entretanto com o avan¢o da tecnologia, os diagndsticos deixaram

de ser exclusivamente clinicos e ganharam o suporte de testes diagnosticos diversos.

2.1.2 Técnicas de diagnostico para infecgdes virais

Desde seu surgimento, ha mais de 3 bilhGes de anos, os microrganismos colonizaram
completamente 0 nosso planeta (ALTERMANN; KAZMIERCZAK, 2003; ALLWOOQOD et al.,
2006). O termo infec¢do vem do latim infectio que primariamente era uma palavra usada para

denotar “contaminacdo” em geral, inclusive no campo das ideias. Contudo, uma doenca
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infeciosa pode ser definida como uma doenga que pode ser provocada por um patdgeno (virus,
parasita, bactéria ou fungo) que invade o organismo e causa algum tipo de prejuizo ao
hospedeiro (QUARESMA, 2011).

E possivel estimar que apenas 0,001% de um trilhdo de microrganismos contidos no
planeta Terra foram identificados até o momento devido ao foco da maioria dos estudos ser em
organismos patogénicos de interesse. (LOCEY; LENNON, 2016; WHITMAN; COLEMAN,;
WIEBE, 1998). A OMS publicou em 2010 o primeiro relatdrio sobre doengas negligenciadas
no mundo. Sendo 17 doencas na categoria de negligenciadas e pelo menos 12 delas séo
endémicas no Brasil (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Diversas doengas
infecciosas estdo sob controle gragcas as campanhas de vacinagdo tais como: poliomielite,
variola, sarampo, difteria, rubéola, entre outras, entretanto, ndo podemos ignorar a frequéncia
do surgimento de infeccdes emergentes no mundo e o aumento de dispersao e prevaléncia em
todo o0 mundo (ZLOJUTRO; REY; GARDNER, 2019).

As doencas infecciosas acompanharam a humanidade ao longo da sua evolugdo, ja que
toda doenca infecciosa precisa de determinada populacdo humana ou animal para se manter
(OSTERHOLM; OLSHAKER, 2020). Mesmo que muitas vezes mal interpretadas,
impulsionaram e possibilitaram o avanco e modernizacdo de técnicas para que pudéssemos
compreendé-las melhor e desenvolver novas tecnologias. Estima-se que nas Ultimas duas
décadas mais de 15 milhGes de mortes no mundo foram associadas a doencas infecciosas
(FAUCI; MORENS, 2012), sendo que ainda continuam representando um fardo significativo
nos sistemas de salde de todo o mundo (HAN et al., 2019).

Segundo Osterholm e Olshaker (2020), ha apenas quatro eventos que tém de fato o poder
de afetar negativamente todo o planeta: 1) uma guerra termonuclear generalizada, 2) o choque
de um asteroide com a Terra, 3) mudancas climéticas globais, 4) uma doenga infecciosa. As
infeccOes respiratorias ocupam um amplo espago entre as infeccGes e merecem destaque devido
a facilidade de transmissdo por meio das vias aéreas superiores em todas as faixas etarias,
principalmente em populagdes de risco como exemplo: criangas, idosos e imunossuprimidos
(TEIXEIRA, 2007).

Os virus sdo agentes passivos, portanto, precisam de auxilio de outro ser vivo para se
utilizar da maquinaria celular hospedeira para se reproduzir (UJVARI, 2012). E comum ouvir
que os virus sdo uma ameaca a humanidade (KAZ, 2020). Poréem € importante ressaltar que se
estima que o DNA do nosso genoma é composto por aproximadamente 8% de material genético
de virus ancestrais. (MACFARLAN et al. 2012). Os virus de fato sdo perigosos, contudo, s6 é

possivel confrontar e lidar com uma ameaca se a conhecemos. As doencas infecciosas estdo
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sempre presentes se entendermos melhor sobre o que esta por ai, mundo afora, identificando e
caracterizando patdgenos, conseguimos encarar os desafios da salde publica de forma que o
impensavel ndo se torne o inevitavel (OSTERHOLM; OLSHAKER, 2020).

Classicamente, a base da deteccéo viral por décadas foi o isolamento viral por meio do
cultivo de células, limitando a avaliagdo da variedade de virus existente (MITCHELL,;
GLANVILLE, 2018). Este foi um procedimento bastante utilizado por volta de 1970 devido a
disponibilidade dos reagentes necessarios altamente purificados e linhagens celulares
preparadas e vendidas comercialmente (HSIUNG, 1984). Apesar de viabilizar o diagnostico de
infecgBes virais, a cultura celular sozinha muitas vezes ndo permite fornecer caracteristicas
confirmatdrias sobre a identidade molecular do patégeno (LELAND; GINOCCHIO, 2007).

Ha outros dois métodos utilizados, relacionados a cultura celular, para a deteccdo da
presenca de virus, sao eles a hemaglutinacdo e a hemadsorcdo. Ambas se utilizam de hemécias
para a realizacdo dos testes, sendo respectivamente, um teste onde hemacias sdo colocadas em
contato com uma suspensao de viral e outro onde alguns virus possuem hemaglutininas capazes
de fazer hemaécias aderirem a superficie das células em cultura. (BERNADELLLI, 2022).

As primeiras imagens de virus foram obtidas ap0s a invencao do microscopio eletrdnico
em 1931 pelos engenheiros Ernst Ruska e Max Knoll. (WELLE, 2005). A microscopia
eletronica revolucionou o campo da virologia, pois permitiu a observacdo direta do virus,
facilitando sua diferenciacdo a partir de sua morfologia (BERNADELLI, 2022). A diferenca
basica entre os dois tipos de microscopio estd na formacdo da imagem: enquanto o Optico
emprega um feixe de luz, o eletrdnico emite elétrons. A microscopia eletrdnica possui baixa
sensibilidade quando comparada a outros métodos diagndsticos e possui custo elevado, todavia
é eficiente para a deteccdo de algumas infec¢Bes virais, principalmente em ambientes de
pesquisa (WELLE, 2005).

Uma potente ferramenta diagndstica sdo os testes soroldgicos. A maioria deles buscam
detectar anticorpos especificos de algum patdgeno no sangue do hospedeiro. Ha tambem a
possibilidade de deteccédo direta do antigeno de interesse. No soro diagnostico de virus ha
diversas técnicas como: ensaio imunoenzimatico (ELISA), teste de aglutinacdo do latex,
imunofluorescéncia, immunoblotting (Western Blotting), ensaios de quimioluminescéncia,
teste de neutralizacdo, entre outros (SANTOS et al., 2021). Sendo o ELISA, uma técnica
amplamente utilizada em laboratorios clinicos em pesquisa, permitiu a possibilidade de
quantificacdo de anticorpos e antigenos das amostras, diferentemente das técnicas anteriores
gue em sua maioria eram unicamente qualitativas (KORSMAN, 2014).

A luta dos seres humanos contra virus € um processo em evolucdo (LIN; HUI; MAO,
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2021). Com a constante busca por aprimoramentos nos exames laboratoriais, foi possivel unir
essa necessidade com os avancos da tecnologia. Assim surgem as técnicas de biologia
molecular voltadas para a identificacdo e estudo das infec¢des virais dependendo apenas das
sequéncias Unicas de material genético do patégeno (BERNADELLI, 2022).

N&o é novidade o qudo indispensaveis sdo 0s exames laboratoriais, clinicamente, na
maioria das vezes, ndo é possivel distinguir infec¢des virais de bacterianas (OSTERHOLM;
OLSHAKER, 2020). A capacidade de detectar potenciais patdgenos em uma amostra, sejam
eles bactérias, virus, fungos ou parasitas e correlacionar com a resposta geral do hospedeiro
possui uma grande utilidade potencial no diagndéstico de doencas infecciosas (CHIU; MILLER,
2019).

2.1.2.1 Diagnostico molecular

A genbmica, campo da ciéncia que estuda o cddigo genético de um ser vivo, afetou
profundamente o estudo da microbiologia nos levando a revisar nossos conceitos ndo apenas
do que é um microrganismo e o que ele faz, mas também da melhor maneira de abordar o estudo
dos mesmos. O século XXI ¢ considerado por muitos autores como “Século do Genoma”, fruto
de inimeros avancos cientificos e grande desenvolvimento na area da microbiologia devido as
vérias descobertas de rastreamento genético de microrganismos (ARAUJO, 2004; MOORE,
1996).

Na ultima década, as técnicas moleculares revolucionaram a microbiologia e
provavelmente continuardo a fazé-lo durante a préxima década. As informacBes que estdo
sendo adicionadas aos bancos de dados de sequéncias estdo aumentando exponencialmente e a
cada dia estamos em uma posi¢do melhor para descrever microrganismos por seu genoma e até
mesmo ambientes microbianos complexos por seu metagenoma (MEDINI et al., 2008).

A gendmica pode ter facilitado ou encorajado o desenvolvimento de abordagens tanto
dependentes quanto independentes de cultivo microbioldgico, abordagens diagndsticas essas
gue muitas vezes eram consideradas por seus proponentes como rivais ao invés de estratégias
complementares (WARD; FRASER, 2005).

Em 1953 o bidlogo americano James Watson e o fisico britanico Francis Crick
elaboraram o modelo da dupla hélice de DNA “descobrindo-0” (WATSON; CRICK, 1953).
Vaérios estudos se sucederam até a elucidagdo da estrutura do DNA que conhecemos hoje, entre
eles é essencial destacar o bioquimico austriaco Erwin Chargaff. Em seu estudo primeiramente

ele afirmou que a composicdo de nucleotideos do DNA varia entre as espécies. Ele também
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concluiu que a quantidade da base adenina costuma ser semelhante a quantidade de timina e a
quantidade de guanina costuma ser semelhante a quantidade de citosina. (CHARGAFF, 1950).

Surge assim a regra de Chargaff que mostra que a quantidade total de purinas (adenina
e guanina) € igual a quantidade total de pirimidinas (timina e citosina). A descoberta de
Chargaff junto com alguns resultados vitais de cristalografia obtidos pelos pesquisadores
ingleses Rosalind Franklin e Maurice Wilkins, estabeleceram uma base sélida para a descoberta
do modelo tridimensional, em dupla hélice, da estrutura do DNA proposto por Watson e Crick.
(PRAY, 2008).

A partir do conhecimento sobre a estrutura do DNA foi possivel iniciar a compreensédo
de muitos aspectos de sua funcéo, replicacdo e producdo de proteinas celulares. Sem davidas,
tais descobertas abriram as portas de uma nova era de descobertas na biologia molecular,
possibilitando a fundamentacdo da maioria das pesquisas que envolvem e aplicam biologia

molecular em diversas areas da salde e biotecnologia.

2.1.2.1.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (do inglés Polymerase Chain Reaction - PCR) é um
método que consiste em fazer milhdes de copias do material genético e foi desenvolvido por
cientistas em 1983 e representa uma das mais significantes descobertas do século XX (MULLIS
et al. 1986). Essa técnica envolve a interacdo reciproca de dois oligonucleotideos e os produtos
de extensdo da DNA polimerase cuja sintese eles iniciam, quando sdo hibridizados com
diferentes cadeias de um molde de DNA em uma orientacao relativa de modo que seus produtos
de extensdo se sobreponham (MULLIS et al. 1986). O método consiste em ciclos repetitivos de
desnaturacéo, hibridacéo e extenséo da polimerase via aquecimento e resfriamento da amostra
em ciclos feitos manualmente. A cada ciclo percebe-se um aumento exponencial da
concentracdo daquele DNA alvo.

Em 1985, a enzima DNA polimerase da bactéria de fontes termais Thermus aquaticus
(Taq) foi isolada com sucesso por Susanne Stoffel, tal enzima tem a capacidade de se manter
estavel em temperaturas de até 117°C (KUBISTA, 2012). Adicionalmente, David Gelfand e
Randy Saiki provou que esta enzima poderia ser usada para automatizar o processo (SAIKI et
al., 1985). Esta técnica rapidamente se tornou importantissima nas pesquisas para identificagdo
de espécies de patdgenos, em investigacdes forenses e em testes qualitativos para doencas
infecciosas. (KUBISTA, 2012). Em 1989, o DNA Thermal Cycler apareceu como 0 primeiro

termociclador automatico. Desde entdo a maioria dos termocicladores funcionam com o0 mesmo
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principio de ciclagens pode ser dividida em trés etapas: desnaturagdo, anelamento e extensdo
(SANTOS et al., 2014), tendo o aquecimento por resisténcias elétricas e refrigeracdo com
ventoinhas e tubulacdes de serpentina preenchidas com etileno glicol (BONECKER, 2020).
Varias técnicas foram desenvolvidas envolvendo, aperfeicoando e customizando a PCR. APCR
em tempo real quantitativa (QPCR) representou um importante avancgo a técnica de PCR, pois
se trata de um método confidvel de deteccdo e quantificagdo dos produtos amplificados,
simultaneamente, podendo ser visualizado em tempo real a amplificacdo das sequencias de
interesse por meio da emissdo e captacdo de fluorescéncia que ocorre durante todo o processo,
diferentemente da PCR convencional (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2012).

H& também a PCR multiplex, permitem que varios alvos diferentes sejam testados e
identificados em uma unica reacdo (MITCHELL; GLANVILLE, 2018), e a RT-gPCR que é a
PCR de transcricdo reversa quantitativa, onde o material genético base é o cDNA sintetizado a
partir do RNA (BONECKER, 2020). Atualmente a PCR é o método diagndstico de rotina para
identificar e amplificar rapidamente sequéncias especificas de patdgeno, e também é o método
mais comum para identificar infeccdes virais (LEFTEROVA et al., 2015; BONECKER, 2020).

Todas as técnicas de PCR possuem uma limitacdo basica da necessidade de primers
especificos para o patdgeno-alvo para que seja executada a técnica de acordo com a hipétese
formada no diagnéstico clinico primario, limitando ainda mais o diagndstico de doengas virais
onde o agente causador ainda ndo é conhecido (BERNADELLI, 2022). A introducdo de
técnicas de deteccdo viral de base molecular, como a PCR, revolucionou o campo do
diagnostico viral (MITCHELL; GLANVILLE, 2018).

Do principio da cultura de células como o “padrao-ouro” para diagndstico de infecg¢des
virais, passando por técnicas soroldgicas e chegando as técnicas moleculares, é possivel afirmar
que esses ultimos revolucionaram o diagnoéstico das infecgdes virais, permitindo resultados
mais rapidos e precisos. Entretanto, o mais “recente” recurso molecular, o sequenciamento
gendmico, vem ganhando espaco e notoriedade no ramo do diagnostico (MITCHELL;
GLANVILLE, 2018).

2.1.2.1.2 Sequenciamento de Nova Geracéo (NGS)

Saber a sequéncia exata de nucleotideos numa molécula de DNA é uma valiosa
ferramenta para investigar a informacdo genética armazenada dentro dos organismos. A partir
dessa necessidade de conhecimento, surge as primeiras técnicas de sequenciamento de DNA

ue sdo denominadas como ‘“‘primeira geracdo”’, dentre elas uma das mais importantes e
b
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revolucionérias, o sequenciamento Sanger.

Sanger e Coulson em 1977 inventaram o didesoxinucleotideo (ddNTP), o nucleotideo
terminador de cadeia, que a auséncia da hidroxila (OH) da pentose no carbono 3’ e se for
incorporado na cadeia para o crescimento da cadeia parando assim a reacdo naquela sequéncia
de DNA (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). O método de Sanger foi aprimorado e é
um dos métodos de sequenciamento de DNA mais usado até os dias de hoje. Para a reacéo é
necessario o DNA de interesse a ser sequenciado, primers, enzima DNA-polimerase, 4
desoxinucleotideos trifosfatos (ddGTP, ddATP, ddTTP, ddCTP) e ddNTP marcado
radiotivamente ou por um corante fluorescente. Os ddNTPs se ligam de forma aleatéria e no
final do processo da PCR de sequenciamento ha producdo de fragmentos com comprimentos
varidveis, que podem ser separados por eletroforese num gel de poliacrilamida ou por

eletroforese capilar para revelar a sequéncia do DNA (figura 1).
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Figura 1 - Sequenciamento Sanger
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Fonte: (MOREIRA, 2015)

- T .

3 ‘ -5’ sequenciado
s'- NN ' Desnaturagao
3. [IT T I I I T ITTIII].s dasfitas

- Anelamento do
s- I 3 oligonucleotideo

7
&ux DE PCR

ddATP /dd
U ddCTP/ddTTP

Eletroinjecédo da
amostra em Cromatograma

capilares - GATAAAAAACTCAGAACGGCTTCGTA
GATAAAAAACTCAGAACGGCTTCGT

T
|

1}
E

[ ]
e
g
»
a
O
»

| U b'l lv WVU
5

|
|!’|
$

I

Figura 2 - Automatizacdo do sequenciamento Sanger
2Fonte: (MOREIRA, 2015)

! Livro Ciéncias Gendmicas: fundamentos e aplicacdes. Este método foi gradualmente aprimorado (figura 2) e
tornou-se automatizado, a primeira maquina de sequenciamento automatico, AB370, foi introduzida em 1987 pela
Applied Biosystems (NOWROUSIAN, 2010).

Z Livro: Ciéncias Gendmicas: fundamentos e aplicagdes. O sequenciamento Sanger foi 0 método de utilizado para
projetos de sequenciamento em grande escala da época, por exemplo, o Projeto Genoma Humano que teve como
objetivo o sequenciamento dos 3,1 bilhdes de bases nitrogenadas do genoma humano (GOES; OLIVEIRA, 2014).
Como ¢ possivel acompanhar na figura 3 a histéria dos avangos no sequenciamento do genoma, a partir do
sequenciamento Sanger, levou ao desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de préxima geracéo
(HEAHER; CHAIN, 2015; MOREY et al., 2013).
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Next-Generation sequencing (NGS)

Sanger
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Figura 3 - Linha do tempo do NGS.
Fonte: (DE JESUS et al., 2019).

O sequenciamento Sanger representa a chamada tecnologia sequenciamento de primeira
geracdo (LIN; HUI; MAO, 2021). Ja as tecnologias de sequenciamento de segunda e terceira
geracdo, caracterizadas por alto rendimento, também sdo denominadas como tecnologias de
sequenciamento de proxima geracdo (MARDIS, 2008).

O termo NGS (do inglés Next Generation Sequencing) se refere a uma colecdo de
tecnologias que utilizam abordagens de sequenciamento que produzem milhdes de sequéncias
curtas ou longas de leitura em um tempo muito menor, a um custo muito mais barato e com
maior rendimento em comparagdo com o sequenciamento Sanger (KANZI et al., 2020). As
tecnologias NGS representam um marco para 0 avanco do diagnostico de doencas infecciosas
(BERTELLI; GREUB 2013; CHARALAMPOUS et al. 2019; GWINN; MACCANNELL;
ARMSTRONG, 2019).

Os sequenciamentos podem ser classificados de maneira geral em sequenciamentos
short-read (de sequencias pequenas) e long-read (de sequencias longas). Os sequenciamentos
short-read podem ser divididos em duas categorias: por ligacdo e por sintese. Nesse tipo de
sequenciamento por ligacdo uma sequéncia de sonda que esta ligada com um fluordéforo
hibridiza com um fragmento de DNA da amostra e é ligado a um oligonucleotideo adjacente.

O espectro de emissdo do fluoroforo indica a identidade da base ou bases
complementares a posi¢Ges especificas dentro da sonda (GOODWIN; MCPHERSON;
MCCOMBIE, 2016). J& no sequenciamento por sintese, uma polimerase € usada e um sinal,
como um fluoréforo ou uma mudanca na concentracao idnica, identifica a incorporagdo de um
nucleotideo em uma fita alongada. Para classifica-las melhor temos o método de terminacéo
reversivel ciclica, a exemplo do Illumina, ou como adicao de nucleotideo Gnico, com no método
do lon Torrent (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016).
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Entretanto ao falar sobre sequenciamentos long-reads ha um diferencial, pois, tais metodologias
oferecem abundéncia de sequéncias que possuem varias quilobases (kb), permitindo uma
analise complexa de varios elementos que as outras tecnologias de short-read ndo sdo
suficientemente capazes de realizar (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016). No
quadro 1 ha o resumo das principais informacGes sobre essas tecnologias NGS para

sequenciamento de DNA.

Quadro 1 - Resumo comparativo das tecnologias de sequenciamento

) Tipo de | B Tamanho | Tipo de
Método _ Tipo de deteccéo )
sequenciamento das leituras | abordagem

Por terminadores de
Sanger Por sintese - _ 500-900bp | Short-read
cadeia irreversiveis

) dDNTPs terminadores
Solex/Illumina | Por sintese _ o 150-300bp | Short-read
de cadeia reversiveis

De molécula
) . Perturbacéo na
MinION Gnica em tempo o 900kb Long-reads
| corrente elétrica
rea

Fonte: Elaborado pela autora

Jéa a tecnologia da Solexa/lllumina usa moléculas terminadoras similares aquelas usadas
no sequenciamento de Sanger (GUO et al., 2008; JU et al., 2006). Apesar de também ser um
sequenciamento por sintese, este possui uma abordagem de terminacao reversiveis ciclica.

Nesse método uma fita de DNA se liga a adaptadores presentes na célula de fluxo
(flowcell), sendo amplificada em fase solida por PCR em ponte, criando clusters que cada um
deles ird conter milhdes de copias do mesmo fragmento de DNA adiciona-se 0s 4 tipos de
ddNTPs terminadores reversiveis contendo fluoréforos, junto com a enzima DNA polimerase.
A incidéncia de um feixe de raios laser excita os fluoréforos proporcionando emissao de luz
que difere em funcdo da base incorporada. A fluorescéncia emitida apos a incorporacao de cada
nucleotideo é registrada como imagem e no final, através de uma decodificacdo destas imagens,
tem se a sequéncia de interesse (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016).

A principal inovagédo dessa plataforma com relagdo as demais consiste na clonagem dos
fragmentos em uma plataforma solida de vidro, que é a PCR de fase solida (FEDURCO et al.,
2006; TURCATTI et al., 2008). No inicio de 2010, a Illumina langou os equipamentos HiSeq
2000 e, em 2011, o MiSeq, um sequenciador Illumina de bancada, foi introduzido,
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compartilhando a maioria das tecnologias com o HiSeg.

O dispositivo desenvolvido em 2014 pela Oxford Nanopore Tecnologies (ONT), o
MinlON, é uma tecnologia de sequenciamento por nanoporos que permite a geracdo de
sequéncias longa de DNA a partir do sequenciamento de uma Unica molécula de DNA em
tempo real (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016).

O MiInION é um dispositivo de baixo custo, simples preparo de biblioteca e portétil
(figura 4). Possui entrada USB que permite o funcionamento do equipamento quando conectado
a qualgquer computador ou laptop (MIKHEYEV; TIN, 2014). Medindo apenas 10 x 3 x 2 cm e
pesando apenas 90g, o MInlON é considerado o menor dispositivo de sequenciamento
disponivel atualmente (LU; GIORDANO; NING, 2016).

Figura 4 - Dispositivo MinlON
Fonte: (LU; GIORDANO; NING, 2016)

O MinION, desde seu lancamento, vem sendo usado para sequenciar diversos
microrganismos, como virus, bactérias e fungos. Este equipamento, em teoria, tem a capacidade
de sequenciar fragmentos de DNA de qualquer tamanho, diferentemente de outras plataformas,
porém na préatica ainda possui certas limitagdes para fragmentos ultralongos (GOODWIN;
WAPPEL; MCCOMBIE, 2017).

A tecnologia disruptiva empregada é a de sequenciamento por nanoporos. Um nanoporo
é uma proteina trans-membrana encontrada na natureza que permite a célula trazer moléculas
de um lado da célula para outro e funciona como passagem entre dois sistemas. Os buracos
podem ser criados por proteinas perfurando membranas (nanoporos biol6gicos) ou em materiais

solidos (nanoporos de estado solido) (IP et al., 2015). Na tecnologia empregada pela ONT o0s



32

nanoporos utilizados foram desenvolvidos melhorando certas caracteristicas dessas proteinas
que servem como biossensores e sdo incorporados em uma membrana de polimero
eletricamente resistente (WANG et al., 2021) para a utilizacdo dos nanoporos de estado sélido
(do inglés, solid-state nanopore) presentes na célula de fluxo (flowcell) do MinlON
(GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016). A flowcell do MinlON possui 512 canais,
permitindo que até 512 moléculas de DNA sejam sequenciadas independentemente e
simultaneamente (IP et al., 2015). Cada canal esta conectado a quatro pocos e pode fornecer
dados de um dos quatro pocos por vez. Atualmente, as flowcells do MinlON tém 2.048 pocos,
sendo 4 para cada um dos 512 canais (LU; GIORDANO; NING, 2016).

O nanoporo esté localizado dentro da flowcell numa membrana de estado sélido, que é
um polimero sintético desenvolvido especialmente para permitir a afericdo da corrente elétrica
ao longo do tempo de funcionamento. Quando aplicado um potencial elétrico ao sistema os ions
podem seguir livremente pelo poro e assim é possivel medir a corrente pelo fluxo de ions
gerada, chamada de corrente aberta (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016). Cada
alteracdo na voltagem é caracteristica para a molécula que esta passando pelo poro (figura 5),
portanto os registros dessas alteracGes na corrente elétrica sdo identificados por um chip
associado (LU; GIORDANO; NING, 2016) e serdo analisados por um software que faz a
identificacdo da sequéncia de nucleotideos do DNA sequenciado (GOODWIN; MCPHERSON,;
MCCOMBIE, 2016).

Algorithm
RNN to determine DNA
sequence from raw data

_—  Nanopore Reader

Membrane Run Conditions

Figura 5 - Funcionamento de um nanoporo.
Fonte: (OXFORD NANOPORE TECHNOLOGIES, 2020)
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Uma caracteristica chave do dispositivo MinlON é que ndo h&d um tempo de execucao
fixo, portanto, o usuario pode executar o sistema pelo periodo que o usuario achar necessario,
pois os dados sdo transmitidos em tempo real. E compativel com sistemas operacionais
Windows, Mac e Linux e requer, no minimo, 8 Gb de RAM, um SSD de 512 Gb, um
processador quad core 15, portas USB 3 e uma conexdo de internet durante a utilizagéo
(GOODWIN; WAPPEL; MCCOMBIE, 2017).

O MinION armazena dados bioldgicos sequenciados na corrida em dois formatos de
arquivo, o. fast5 e 0 FASTQ. O fast5 é projetado para conter todas as informacdes necessarias
para analisar dados de sequenciamento nanopore e rastrea-los de volta a sua origem. Ja o
FASTQ é um formato de armazenamento de sequéncia baseado em texto universal, contendo a
sequéncia do &cido nucleico e seus indicadores de qualidade Q (ou gscores). Conforme o
experimento avanca, por padrédo, cerca de 4.000 leituras (do inglés reads) sdo armazenadas em
cada arquivo fast5 (MinlON IT requeriments version 1.0.0).

A ONT constréi e fornece vérios tipos de softwares envolvidos na aquisicao,
orquestracdo e analise: MinKNOW, Guppy, EPI2ME. Este é o software principal fornecido
pela Oxford Nanopore, sem o qual os dispositivos de sequenciamento ndo podem ser
executados.

O MinKNOW realiza 6 tarefas principais: aquisicdo de dados, analise e feedback em
tempo real, streaming de dados, controle de dispositivo incluindo selecdo de parametro de
execucdo, identificacdo e rastreamento de amostras e garantir que a quimica esteja funcionando
corretamente. Além de possuir uma interface grafica de usuario intuitiva, os softwares de
andlise de dados bioinformatica recebem atualizacdes regularmente da ONT (WANG et al.,
2021). Os dados do MinKNOW sao compactados em arquivos. fast5 de leitura individual, que
sdo um formato de arquivo personalizado com base no tipo de arquivo. hdf5. A utilizagédo do
MinKNOW além de ser obrigatoria para o uso do sequenciamento por MinlON permite a
selecdo e o inicio de experimentos, além de fornecer feedback em tempo real sobre a progressao
do experimento (MinlON IT requeriments version 1.0.0).

A portabilidade do sistema MinlON, dispositivos moveis de extragdo de DNA e
basecalling em tempo real com o software Guppy, além de outras ferramentas de bioinformatica
offline, possibilitam a pesquisa de campo até mesmo nos cenarios mais desafiadores ou
desprovidos de grande aporte tecnologico (RUNTUWENE; TUDA; MONGAN, 2019). O
MinlON tem sido usado para detec¢édo rapida de patdgenos, por exemplo: infeccbes bacterianas
do trato respiratério inferior, (CHARALAMPOUS et al., 2019), endocardite infecciosa
(CHENG et al., 2018), pneumonia (GORRIE et al., 2018), meningite bacteriana (MOON et al.,
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2019) e infecgdo em articulacOes protéticas (SANDERSON et al., 2018).

Apesar de ser um dispositivo ser pratico e inovador, ainda ha varias limitagdes para o
Sseu uso, a principal questao € a sua taxa de erro elevada que pode variar de 5% a 30%, além da
necessidade de quantidades relativamente altas de material genético (input) para que o
sequenciamento tenha um bom rendimento (LIN; HUI; MAO, 2021; GOODWIN et al., 2016).

Todavia, mesmo com esta alta taxa de erro, as leituras brutas do MinlON ainda sim
podem ser usadas para detec¢do precisa dos virus presentes nas amostras (BATOVSKA et al.,
2017). Superar tais esses desafios exigirdo avancos na tecnologia e nos softwares de
bioinformatica para que seja amplamente difundido (KONO; ARAKAWA, 2019; RANG;
KLOOSTERMAN; DE RIDDER, 2018).

Com a resolucdo do problema da alta taxa de erro, otimizacdo do algoritmo do
basecalling e equiparacdo dos dispositivos da ONT ao desempenhar no mesmo nivel de
precisdo de outras técnicas de sequenciamento amplamente utilizadas na clinica médica, €
possivel que o MinlON venha a ser usado em larga escala a nivel de diagnéstico clinico em
breve (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016). Entretanto é necessario investir em
estudos de otimizacdo da tecnologia, ampliacdo de teste de desempenho diagndstico para
diferentes patdgenos e investimento em novos métodos de preparacdo de bibliotecas de
sequenciamento (LIN; HUI; MAO, 2021).

Com a tecnologia do MinlON ja é possivel analisar regifes repetitivas no genoma,
simplificar a montagem do genoma de novo e melhorar os genomas de referéncia existentes,
sequenciar microbios inteiros e em tempo real, explorar modificacdes epigenéticas usando
sequenciamento de DNA direto de longa leitura, estudar composicdo ambiental, de amostras

clinicas ou de microbiomas aumentando a identificacdo metagendmica de organismos diversos.

2.2 METAGENOMICA

Metagenémica é o estudo do material genético recuperado diretamente a partir de
amostras ambientais (ZEPEDA MENDOZA; SICHERITZ-PONTEN; GILBERT, 2015). Essa
area de estudo visa compreender melhor a composicdo genética de ambientes e amostras
complexas sem a necessidade de possuir um alvo especifico para investigacao, sem criar clones
de interesse e até mesmo sem cultivar previamente em meios de cultura. Assim como as outras
ciéncias “Omicas” a metagenomica compreende em um conjunto de técnicas e métodos
relacionados a um campo de pesquisa, neste caso a utilizacdo do sequenciamento de nova

geracdo e a analise de bioinformatica dos dados sequenciados se torna necessaria para fornecer



35

uma interpretacao biologicamente significativa dos dados obtidos (FORBES et al., 2018).

A primeira utilizacdo do termo metagendmica foi para descrever um recurso de
exploracdo de todos os genes em uma determinada comunidade avaliando assim as funcGes
bioquimicas de clones produzidos, hoje nomeada como metagenémica funcional (RONDON et
al., 2000). Palécios et al (2008) implementaram pela primeira vez a metagenémica para fins de
identificacdo de patdgenos, com esse estudo foi possivel identificara um novo arenavirus em
uma serie de doencas fatais associadas a transplantes. A aplicacdo da metagenémica na clinica
deriva do uso de microarrays por volta do inicio dos anos 2000. (STREIT; SCHMITZ, 2004;
MILLER; TANG, 2009). Entretanto, com o advento do uso de tecnologias de sequenciamento
NGS, essa metodologia foi um dos principais impulsos no campo da metagendmica
(VOELKERDING; DAMES; DURTSCHI, 2009).

A deteccdo ndo direcionada e imparcial de patdgenos pode promover bons resultados
em prazos relevantes para o diagndstico clinico do paciente (BROWN et al., 2015;
NACCACHE et al., 2015; PALACIOS et al., 2008; WILSON et al., 2014) e informagdes chave
para a satde publica (BRIESE et al., 2009; GIRE et al., 2014). E possivel também encontrar na
literatura que os ensaios de metagenémica clinica tém sido mais frequentemente utilizados para
fins diagnosticos em infeccdes respiratdrias (29,2%), neuroldgicas (26,2%), cardiacas e
sanguineas (13,9%) e gastrointestinais (10,8%) (FORBES et al., 2018).

Atualmente, o uso do sequenciamento metagendmico se torna extremamente Util a
clinica quando hé falha na identificacdo de agentes causadores de doencas infeciosas (WILSON
et al. 2014). Patdgenos dificeis de detectar por metodologias de rotina sdo comumente
observados na clinica (HAN et al., 2019). Diversos autores afirmam que a causa das doengas
infecciosas permanece desconhecida em aproximadamente 50% das infeccbes da corrente
sanguinea (FENOLLAR; RAOULT, 2007), 40% das infecgdes entéricas (THOMAS et al.
2015) e em mais de 50% de infecgdes do sistema nervoso central (GLASER et al. 2006).

O fluxo do diagnostico tradicional no caso de doengas infecciosas envolve a formulagéo
de hipdteses de diagndstico diferencial por um medico que a partir disso solicitara testes que
achar adequado a hipdtese na tentativa de identificar o patdgeno causador do quadro clinico.
Essa metodologia é aplicada a mais de um século e vem sendo aperfei¢coada gragas ao avango
dos testes microbioldgicos ao longo dos anos (FORBES et al., 2018). As metodologias de PCR
e ELISA possuem um numero limitado dentro de um painel de patdgenos e geralmente
necessitam que o microrganismo de interesse seja cultivado adequadamente a partir da amostra
clinica, porém para especificacBes de cultivo é necessario ter uma hipdtese ou suspeita inicial
para direcionar os testes (CHIU; MILLER, 2019).



36

2.2.1 Metagendmica e o estudo do viroma

A PCR é um ensaio molecular convencional usado para detec¢do de material genético
de um patogeno. Entretanto, sozinha, essa técnica ndo pode fornecer caracterizacdo do viroma
(KO et al., 2019). Atualmente o sequenciamento metagendmico por NGS é bastante utilizado
nesses casos e possui grande potencial de ser aplicado ao diagnostico clinico (PARKER;
CHEN, 2018; HOULDCROFT; BEALE; BREUER, 2017).

Ainda pouco se sabe sobre papel dos virus no microbioma humano (MITCHELL;
OLIVER; GLANVILLE, 2016). O metagenoma viral (viroma) é uma colecdo das sequéncias
de DNA e RNA derivadas de uma comunidade (MITCHELL; GLANVILLE, 2018). O viroma
humano pode ser considerado um subconjunto do microbioma humano geral, que pode incluir
virus patogénicos, virus residentes associados de forma estavel a tecidos hospedeiros saudaveis,
bacteri6fagos e outros elementos (VIRGIN; WHERRY; AHMED, 2009; DUERKOP;
HOOPER, 2013).

Para infec¢cbes mais comuns na rotina clinica o custo-beneficio de um diagndstico
molecular é que ele oferece um resultado rapido e confiavel, porém para outros pat6égenos nao
esperados nesse diagnéstico de rotina ou até mesmo patdgenos novos circulantes, essa
identificacdo se torna mais complexa e demorada. A NGS metagenémica permite a permite que
uma gama maior de patogenos sejam identificados via cultivo ou diretamente de amostras
clinicas (LEFTEROVA et al., 2015).

De um ponto de vista critico, a implementacdo da metagenémica clinica parece ser
bastante promissora para diagnostico de doengas infecciosas (FORBES et al., 2018; RUPPE;
SCHRENZEL, 2018; MIAO et al. 2018). O principal desafio para esta tecnologia ser utilizada
para o sequenciamento do genoma viral é a necessidade de enriquecer pequenas quantidades de
particulas virais de grandes hospedeiros, como o ser humano (YANG et al.,, 2011;
HOULDCROFT; BEALE; BREUER, 2017). O alto custo também é uma grande preocupacéo
em relacé@o ao uso da metagenémica no diagnostico de doencas infecciosas (HAN et al., 2019).

2.2.2 Bioinformatica e sequenciamento NGS

Para que haja diagnostico, sdo necessarias etapas importantes (figura 6) do fluxo de
trabalho: selecdo e preparacdo da amostra, escolha do método de sequenciamento, compra de
reagentes adequados, padronizagdo e/ou validagdo de um protocolo de sequenciamento e
analise de bioinformatica (HAN et al., 2019; SODING, 2005).
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Figura 6 - Resumo do fluxo de trabalho com tecnologia NGS para metagendmica.
Fonte: HAN et al., 2019

A falta de padronizacdo de métodos e validacdo desses fluxos de trabalho dificulta a
capacidade de avaliar a aplicacdo clinica por diferentes laboratérios (DEURENBERG et al.,
2017). Sendo assim, antes ser implementada em um laboratério é necessario uma extensa
validacao afim de garantir resultados precisos, reprodutiveis e confiaveis (HAN et al., 2019).

Dependendo da metodologia NGS utilizada e da estratégia de sequenciamento, medidas
de controle de qualidade especificas podem ser recomendadas pelo fabricante e devem ser
seguidas com base no fluxo de trabalho validado (SIMNER; MILLER; CARROLL, 2018).

O maior desafio referente a introducdo de NGS no laboratorio de microbiologia clinica
¢ a analise dos dados (DEURENBERG et al., 2017). A analise de grandes conjuntos de dados
complexos como os de tecnologias NGS metagendmica requer profissionais altamente
treinados e cuidado extremo no manuseio das amostras para evitar erros e contaminagédo
cruzada (SALTER et al., 2014; STRONG et al., 2014).

Se torna necessario também a combinagdo da clinica com a bioinforméatica com bons
recursos computacionais, necessitando assim a colaboracdo de uma equipe multidisciplinar e
multissetorial para o desenvolvimento de possiveis fluxos de trabalho adequados e analises de
dados (GARGIS; KALMAN; LUBIN, 2016), a fim de mitigar a interpretagdo errébnea dos
resultados a falso positivo e falso negativo (SIMNER; MILLER; CARROLL, 2018). Além
disso, séo necessarios mais estudos para melhorar o fluxo de trabalho visando reduzir o tempo
de diagnoéstico e de preparacdo da biblioteca e, consequentemente, popularizar a técnica

resultando reduzir ainda mais os custos associados (DEURENBERG et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar e validar um método de sequenciamento de nova geracéo (NGS) para analise

metagendmica viral utilizando o MinlON.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar amostras clinicas de casos: suspeitos de meningites virais, arboviroses, infeccoes
do trato respiratdrio, infeccBGes cronicas causadas por hepatites virais e infec¢do por
HIV, além de amostras de isolados virais;

e Otimizar o tempo de processamento dos dados de sequenciamento metagenémico;

e Testar diferentes pipelines visando obter melhores resultados em especificidade,
sensibilidade e acuracia no diagndstico por metagendmica;

e Classificar taxonomicamente sequéncias de agentes infecciosos que possam ter

relevancia clinica.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de validagdo de uma metodologia utilizando o sequenciador
MinlON, que incluiu a avaliagdo de casos representativos de diferentes doengas infecciosas
virais de interesse medico. A analise molecular e de bioinformatica foi realizada pela equipe do
Laboratorio de Patologia e Biologia Molecular (LPBM), responsavel pelo projeto, no Instituto

Gongalo Moniz — Fiocruz-BA.

4.2 CASUISTICA

4.2.1 Aspectos éticos

O projeto esta aprovado no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fiocruz-BA sob
CAAE n° 23864719.0.0000.0040. Este estudo deriva do projeto de pesquisa intitulado:
Detec¢do Avancada de Patogenos Emergentes de Impacto Global em um Foco Urbano; sob a
coordenacdo do Prof. Dr. Mitermayer Galvao dos Reis e do Prof. Dr. Federico Costa.

4.2.2 Selecdo de amostras

Amostras clinicas retrospectivas e recentes de casos de arboviroses, casos suspeitos de
meningites virais, infeccGes do trato respiratério, infecgdes cronicas causadas por hepatites
virais e casos de infeccdo por HIV, além de amostras de isolados virais, foram providas de
forma anbnima e voluntaria por diferentes grupos de pesquisa da Fiocruz-BA e pelo Laboratério
Central (LACEN-BA), para servirem como controle na padronizacdo e validagido dos métodos,

ja que seus resultados ja eram conhecidos e confirmados.

4.2.3 Definicéo de caso

Diagndstico presumido: Todas as amostras utilizadas possuiam um diagndstico viral
prévio confirmado por algum método de biologia molecular, ou seja, com &cido nucléico
detectavel.

Diagnostico obtido: O diagndstico obtido baseou-se na analise de abundancia relativa
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em nivel de reads ou contigs classificadas e do cut-off (0,0% a 5,0%).

a) Virus detectado, para fins diagnosticos foram analisamos apenas os virus do painel
reduzido (EV, DENV, ZIKV, CHIKV, HCV, HIV e SARS-CoV2) Outros virus podem
ter sido identificados, mas ndo foram considerados para analise de acuracia neste
trabalho (outros virus);

b) Indetectavel: O nimero de reads ou contigs do viroma foi abaixo do cut-off ou 0 viroma
foi “zero”;

¢) Indeterminado: Nenhum dos virus do painel apresentou um nimero de reads ou contigs
acima do cut-off.

Diagnéstico acurado: Diagndstico obtido em nivel de reads ou contigs sensivel e
especifico.

a) Sensivel: quando o diagndstico obtido em nivel de reads ou contigs incluiu o virus
descrito no diagndstico presumido;

b) Especifico: quando o diagnostico obtido em nivel de reads ou contigs incluiu
exclusivamente o virus do diagnostico presumido.

Amostras com resultado indetectavel ou indeterminado foram considerados falha de
sensibilidade e especificidade. As bibliotecas consideradas falhas apresentaram um dos trés
critérios: falha ocorrida nas primeiras bibliotecas devido ao processo de padronizacdo do
método e na analise de amostras retrospectivas que se mostraram degradadas; bibliotecas onde
ndo foram capazes de realizar o processo de demultiplexacéo; e bibliotecas que ndo possuem
resultados em nenhuma ou na maioria das amostras. Todas as bibliotecas consideradas falhas

foram excluidas das analises desse estudo.
4.3 DIAGNOSTICO POR METAGENOMICA
4.3.1 Extragdo do RNA viral

O RNA viral foi extraido de 140uL das amostras de soro usando 0 QIAmp Viral RNA
Mini Kit da Quiagen de acordo com as instrugdes do fabricante e quantificado utilizando o kit
Qubit RNA High Sensivity no Qubit 3.0 fluorimeter (ThermoFisher).

4.3.2 Preparacao da biblioteca de sequenciamento

A preparacdo da biblioteca de sequenciamento foi realizada em cinco etapas:
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tratamento com DNAse, sintese de cDNA, amplificacdo independente de sequéncia com
iniciador Unico (do inglés, Sequence-Independent, Single-Primer Amplification ou SISPA),
ligacdo dos adaptadores e barcodes, verifcacdo da flowcell e aplicacdo da biblioteca no MinlON
para sequenciamento. Etapas de purificacdo foram realizadas, segundo o nosso protocolo,

utilizando beads magnéticas AMPure XP beads (Beckman Coulter).

4.3.2.1 Tratamento da amostra com DNAse

O RNA extraido foi tratado com DNase utilizando o 10x Qiagen DNase Buffer, Qiagen
RNase-free DNase |, SUPERase-In RNase Inhibitor e Linear acrylamide. A reacéo foi incubada
por 30 minutos a 37°C, depois do tempo determinado foi finalizada com EDTA a 0.5M e a
primeira cleanup com beads magnéticas foi realizada numa proporc¢édo de 0.8:1 de beads para a

amostra.

4.3.2.2 Sintese de cDNA e SISPA

A transcricdo reversa e sintese de cDNA foi realizada utilizando-se o kit da SuperScript
IV First-Strand  Synthesis  System  (ThermoFisher) com o primer A (5-
GTTTCCCACTGGAGGATA-NNN-NNN-NNN-3"). Na SISPA (REYES; KIM, 1991), sdo
utilizados Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix (New England Biolabs - NEB) e
Sequenase Version 2.0 DNA Polymerase (ThermoFisher) e o primer B (5'-
GTTTCCCACTGGAGGATA-3"). O cDNA foi purificado pelo método de separacdo com
esperas (do inglés, beads) magnéticas na proporcao: 0.8:1 beads:amostra. As concentra¢fes do
DNA amplificado e purificado foram medidas usando o kit Qubit dsDNA High Sensivity no
Qubit 3.0 fluorimeter (ThermoFisher).

4.3.2.3 Ligacdao dos adaptadores e dos barcodes

O DNA amplificado seguiu 0 1D Native Barcoding Protocol (Comunidade ONT online,
disponivel em http://community.nanoporetech.com). Resumidamente, adaptadores foram
ligados aos fragmentos de DNA para permitir o sequenciamento direcional unico (1D). Apés
purificado, o cDNA seguiu para a etapa de reparagéo das extremidades usando o kit NEBNext
Ultra Il End Repair/dA-Tailing Module (New England Biolabs — NEB), e liga¢éo dos barcodes
com o kit NEB Blunt/TA Ligase Mix (New England Biolabs — NEB) utilizando o kit Native
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Barcoding (ONT) EXP NBD 104/EXP NBD 114 (ONT) e ligacdo dos adaptadores o kit
NEBNext Quick Ligation Module (New England Biolabs — NEB) e o Ligation Sequencing Kit
(ONT). As amostras foram multiplexadas e foi aplicado na flowcell a concentracéo final de

100ng de biblioteca, a fim de aumentar o rendimento da corrida.

4.3.2.4 Verificagdo das flowcells (MinlON, ONT)

Antes da utilizacdo das flowcells para sequenciamento, foram realizados testes para
avaliar a quantidade de poros ativos disponiveis para 0 sequenciamento. Testes prévios foram
feitos em diferentes periodos do ano e novamente no dia que a biblioteca estava pronta para
sequenciamento. Em nossos ensaios foram utilizadas ao todo 22 flowcells, os dados de

checagem das flowcells foram sumarizados no APENDICE A.

4.3.2.5 Aplicagéo da biblioteca no MinlON e sequenciamento

Cerca de 70uL de biblioteca final diluida (amostras multiplexadas) foi aplicada na
flowcell com expectativa de corrida por no minimo de 24h e maximo de 72h. A aquisi¢do
primaria dos dados foi realizada pelo software MinKNOW (ONT) e os resultados brutos da
corrida de cada biblioteca foram armazenados em um SSD no formato. fasts para analise

posterior. As corridas com baixa namero de leituras (reads) foram interrompidas precocemente.

4.4 ANALISE DOS DADOS

4.4.1 Hardware, sistema operacional e softwares

A analise dos dados do sequenciamento foi realizada em um computador dedicado ao
projeto com as seguintes especificaces de hardware e sistema operacional (quadro 2).

Quadro 2 - Dados sobre o hardware e sistema operacional.

Hardware Software

CPU: 12-Core Intel i7 (24 threads)
RAM: 16Gb RAM
GPU: NVIDIA GeForce GTX 1650
com 1024 CUDA Cores
VRAM: 4Gb
Fonte: Elaborado pela autora

Sistema Operacional: Linux Ubuntu
20.04 LTS 64 bits
Nvidia drivers: 465.19.01
CUDA Version: 11.3
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Além do sistema operacional Linux, varios softwares de bioinformética de codigo
aberto foram instalados para execucdo de um workflow de bioinformatica para analise

metagenémica de dados de sequenciamento do MinlON.

4.4.2 Workflows de bioinforméatica

Resumidamente, o workflow de bioinformatica proposto foi constituido das seguintes
etapas: reconhecimento de bases (do inglés, basecalling) e remocdo dos adaptadores,
demultiplexacéo e remocédo dos barcodes, remocédo dos primers, anlise e filtros de qualidade
e complexidade, filtro das sequéncias humanas e classificagdo taxonémica das reads (analise
em nivel de reads). As reads foram montadas com genomas de referéncia para classificacdo
taxonémica das contigs (analise em nivel de contigs) e montagem de genomas. Diferentes
softwares e parametros foram testados para cada etapa em quatro workflows de bioinformatica
alternativos (quadro 3). Tivemos como base para a criacdo das etapas dos nossos workflows
(https://github.com/Ikalabric/ngs-scripts) o workflow do nosso colaborador internacional
descrito no APENDICE B.

O workflow 1 apresenta uma anélise completa dos dados e utiliza como classificador
taxonémico o software Kraken2. O workflow 2 utiliza as mesmas estratégias, porém suprime
completamente o filtro do genoma humano e o polimento e utiliza apenas um banco de dados
local para classificacdo taxonémicas das reads e contigs por meio do BLAST. J& o workflow 3
simplifica o workflow 1, uma vez que o filtro do genoma humano e a etapa de “polimento” ndo
séo realizados e utiliza como classificador taxondmico a ferramenta online Genome Detective
(VILSKER et al., 2019), que € capaz realizar estas tarefas, montar contigs e identificar os virus
a partir do banco de dados do software. O workflow 4, por sua vez, é simplificado, assim como

o workflow 3, utiliza o software Epi2ME e possui uma interface mais “amigavel” para o usuario.

Quadro 3 — Lista de softwares utilizados nos workflows de bioinformatica.

Workflow 3 Workflow 4
Workflow 1 Workflow 2 ]
Etapa (Genome (Epi2ME)
(Kraken2) (BLAST) ]
Detective)

Basecalling e remocéo
Guppy Basecaller v. 5.0.11+2b6dbff (ONT)
do adaptador
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. . Guppy Barcoder
Demultiplexacéo
v5.0.11+2b6dbff (ONT)
Guppy Barcoder cutdapt v.2.8
x . Guppy Barcoder
Remocé&o do primer v5.0.11+2b6dbff (MARTIN,
v5.0.11+2b6dbff (ONT)
(ONT) 2011)
coQC v.2.5.2 (LEGER;
Anélise de qualidade b (
LEONARDI, 2019)
Filtro de qualidade e NanoFilt 2.8.0 & PRINSEQ 0.20.4 |
complexidade 0.13
GRCh38
) minimap2-2.22 (LI,
Remocéo de
] 2018), GMAP (WU;
sequencias humanas
WATANAE, 2005)
& samtools v.1.7 ]
Epi2ME
minimap2-2.22 (LI, BLAST Genome
2018), racon-1.4.20 2.12.0+ Detective
Processamento e (VASER et al., 2017) [ (ALTSCHUL | (VILSKER et
corregdo erros de reads & nanopolish etal., 1990) al., 2019)
(SIMPSON et al.,
2017)
. Kraken2 (WOOD;
Classificacdo
. LU; LANGMEAD,
taxonémica
2019)
o minimap2-
minimap2-2.22 (LI,
. 2.22 (LI,
Montagem de contigs 2018) & samtools -
2018) &

v.1.7
samtools v.1.7

Fonte: Elaborado pela autora

4.4.3 Dados para treinamento e sequéncias referéncia

O conjunto de dados de treinamento (training dataset) DENV_FTA 1 foi utilizado para
testar os softwares dos workflows de bioinformatica. Este dataset contém aproximadamente 3
milhdes de leituras e consiste no diagndstico de 12 amostras de plasma eluidos de cartdes FTA

e amplificados por RT-PCR para diagnostico de dengue. Um dataset randémico de
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aproximadamente 3 milhGes de sequéncias geradas artificialmente, aleatoriamente e sem
significado clinico também foi utilizado como controle. Para realizar a classificacdo
taxonémica proposta no workflow 2, um banco de dados local contendo sequencias referéncias
de virus de interesse médico para esse trabalho, foi montado a partir dos nimeros de acesso do
GenBank listadas no ANEXO B.

4.4.4 Benchmark Guppy Basecalling e Guppy Barcoder

A etapa de basecalling decodifica o sinal da sequéncia de nucleotideos (WANG et al.,
2021) e foi realizada utilizando-se o software Guppy Basecaller v. 5.0.11+2b6dbff (ONT). Esta
etapa corresponde ao maior custo computacional da analise e pode ser realizada conforme trés
modelos: fast, hac e sup. Para otimizar o tempo de processamento (horas), o software foi
executado na GPU da placa de video que é compativel com a “Compute Unified Device
Architecure” (CUDA GPU). Além disso, uma série de testes virtuais analiticos (benchmark)
usando o dataset DENV_FTA 1 permitiu testar diferentes combinacfes dos parametros no
modelo fast e hac. O basecalling pelo modelo fast com os pardmetros otimizados pelo nosso
benchmark foi adotado por possuir uma melhor relagcdo entre o tempo de processamento e a
acurécia no hardware disponivel para analise dos dados de sequenciamento.

O basecalling foi executado utilizando o valor minimo de qualidade (qcore) igual a 9
(gc9), mas também realizamos alguns testes com o qc7. A tabela 1 descreve os demais
parametros padrbes dos arquivos de configuracdo dna r9.4.1 450bps para andlise pelos
modelos fast, hac e sup, respectivamente (ANEXO A). Dois benchmarks foram realizados
variando estes parametros para os modelos fast e hac. Devido o hardware disponivel, 0 modelo

sup ndo foi testado.

Tabela 1 - Parametros padrdo de GPU padrdo descritos para cada tipo de anélise.

Modelo Parimetros de configuracio dna_r9.4.1_450bps Acuricia
gpu_runners_per_device|  chunk_size | chunks_per_runner| num_callers | presumida (%)
fast 8 2000 160 4 ~q5
hac ] 2000 256 4 ~q7
sup 12 1000 256 4 ~08

Fonte: Elaborado pela autora

Logo apds o basecalling foi executada a etapa de demultiplexacéo, realizada pelo Guppy



46

Barcoder v5.0.11+2b6dbff (ONT). As reads de cada amostra foram separadas em pastas
diferentes através da identificagdo dos codigos de barras (barcodes) utilizados na preparagao
da biblioteca. O parametro —trim_barcodes “apara” as sequencias do barcode enquanto o
parametro --required barcodes both ends filtrar as reads que ligaram barcodes no inicio € no

final das sequencias (BC). Outros parametros foram testados no benchmark do Barcoder.

4.4.5 Teste do limiar de detec¢do do método

Realizamos um ensaio de dilui¢do seriada utilizando a vacina oral contra a poliomielite
produzida por Bio-Manguinhos. No concentrado viral sdo utilizadas as cepas de Poliovirus
atenuados do tipo Sabin 1 e 3, propagadas em cultivo de célula diploides humanas, segundo as
normas da Organizagdo Mundial de Satde (BIO-MANGUINHQOS, 2022). Do mesmo modo que
as amostras, 0 RNA total foi extraido a partir de 140uL da vacina (diluicdo 10° ou EO) e
realizamos 6 diluicdes de base 10 (diluicdes 10 a 10 ou E-1 a E-6).

Este teste teve como objetivo avaliar o limiar de detec¢do viral do MinlON utilizando
apenas uma amostra em diferentes concentracdes, permitindo inferir sobre possiveis limitacdes
do protocolo ou do método analitico, além de simular diferentes concentracdes virais que

podem estar presentes nos individuos na realidade clinica.
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5 RESULTADOS

5.1 BENCHMARKS

Os nossos primeiros resultados referem-se aos benchmarks para otimizagéo da etapa de
basecalling realizado pelo software Guppy Basecaller v. 5.0.11+2b6dbff (ONT) executado em
GPU CUDA. Os benchmarks foram realizados no dateset DENV_FTA 1 em triplicata,
variando-se 0s parametros de configuracdo: gpu_runners_per_device, chunk_size,
chunks_per_runner e num_callers. O uso da memoéria VRAM (Mb) foi monitorado pelo
comando Linux nvidia-smi. Nos casos com erro “Out of memory” a analise foi considerada
falha. Os valores de gpu_runners_per_device = 4, chunk_size = 2.000, chunks_per_runner =50
e num_callers = 4, produziram menor tempo de processamento medio (1,36 horas) pelo modelo

de basecalling fast (tabela 2).

Tabela 2 - Benchmark de pardmetros do Guppy Basecaller no modelo fast.

B | gpu_runners ) chunks_pe Tempo médio Uso medio
M | per device chunk_size ¢ runner num_callers (horas) VRAM
(Mb)
1 1 2000 160 4 1,55 1099,7
2 4 2000 160 4 1,48 2666,3
3 8 2000 160 4 1,52 3685,3
4 12 2000 160 4 1,53 3260,7
5 |24 2000 160 4 1,52 33317
6 |4 500 160 4 1,50 1038,7
7 4 1000 160 4 1,42 1558,0
8 4 1000 50 4 1,37 829,0
9 4 1000 256 4 1,43 2209,7
10 |4 1000 512 4 1,55 3378,3
11 |4 1000 1024 4 1,65 2805,7
12 |4 1000 50 12 1,37 844,0
13 |4 1000 50 24 1,37 835,3

Nota: As células marcadas em azul claro representam os valores testados de cada parametro de configuragdo. Em
negrito, os valores fixados que produziram os menores tempos de processamento médios. Em vermelho, os
parametros default. A célula marcada em roxo representa a menor média de tempo de analise.

Fonte: Elaborado pela autora
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Os valores de gpu_runners_per_device = 12, chunk_size = 2.000, chunks_per_runner =
256 e num_callers = 12, produziram menor tempo de processamento médio (30,72 horas) pelo

modelo de basecalling hac (tabela 3).

Tabela 3 - Benchmark de pardmetros do Guppy Basecaller no modelo hac.

B | gpu_runners _ chunks_pe Tempo médio | Uso  médio
M | _per_device chunk_size r_runner num_callers (horas) VRAM (Mb)
1 1 2000 256 4 30,93 3603,3
2 4 2000 256 4 162,96 3817,3
3 |8 2000 256 4 31,47 3355,0
4 12 2000 256 4 30,92 3749,0
5 24 2000 256 4 32,24 2453,3
6 12 500 256 4 32,99 3704,7
7 12 1000 256 4 31,55 3832,0
8 12 2000 50 4 37,39 3834,3
9 12 2000 160 4 35,17 3662,7
10 |12 2000 512 4 30,91 3766,0
11 |12 2000 1024 4 - memory error
12 | 12 2000 256 12 30,72 3738,7
13 |12 2000 256 24 32,34 3719,0

Nota: As células marcadas em azul claro representam os valores testados de cada parametro de configuracdo. Em
negrito, os valores fixados que produziram os menores tempos de processamento médios. Em vermelho, os
parametros default. A célula marcada em roxo representa a menor média de tempo de analise.

Fonte: Elaborado pela autora

Nossos resultados apontam para uma reducéo de 10% do tempo de andlise utilizando a
melhor combinagdo dos parametros no modelo fast em relagdo ao tempo gasto com 0s
pardmetros padréo. Ja no modelo hac a reducéo foi ainda mais significativa, foi possivel reduzir
81% o tempo de processamento quando comparado ao padrédo, representando uma mudanca
impactante de seis dias de analise para aproximadamente um dia e meio. Entretanto, 0 modelo
fast foi adotado por possuir uma melhor relagdo entre o tempo de processamento no hardware
disponivel e a acuracia das sequéncias quando comparado com o modelo hac.

A fim de otimizar ainda mais o processamento dos resultados, fizemos um benchmark
da etapa de demultiplexacéo realizada pelo software Guppy Barcoder v5.0.11+2b6dbff (ONT)
executado em GPU CUDA. O benchmark também foi realizado no dateset DENV_FTA 1
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testando diferentes combinag@es dos parametros disponiveis pelo Guppy Barcoder. Avaliou-se
o total de reads, o nimero de reads ndo classificadas pelo Barcoder (Unclassified), o nimero
de reads identificadas com BC e a porcentagem das reads com BC (BC%), que seguem para as

proximas etapas subsequentes da analise (tabela 4).

Tabela 4 - Benchmark de pardmetros do Guppy Barcoder utilizando o modelo fast.

BM | Parametros do guppy_barcoder | Total Unclassified | BC BC%

1 --trim_barcodes 2.946.832 181.022 2.765.810 | 94%

--detect_mid_strand_adapter
2 ) 2.946.832 181.301 2.765.531 | 94%
--trim_barcodes

--require_barcodes_both_ends
3 ) 2.946.832 2.224.273 722,559 | 25%
--trim_barcodes

--require_barcodes_both_ends
4 --detect_mid_strand_barcodes | 2.946.832 2.226.255 720577 | 24%

--trim_barcodes

--require_barcodes_both_ends
--detect_mid_strand_barcodes
5 ) 2.946.832 2.226.255 720.577 | 24%
--detect_mid_strand_adapter

--trim_barcodes

--barcode_kits  EXP-NBD104

--require_barcodes_both_ends
6 ) 2.946.832 2.226.255 720.577 | 24%
--detect_mid_strand_barcodes

--trim_barcodes

Nota: As células marcadas em verde claro apresentam pardmetros mais liberais que resultaram menor perda
percentual do nimero de reads. Em negrito, estdo os parametros mais restritivos, que sdo recomendados pela ONT.
BM = benchmark. BC = barcode.

Fonte: Elaborado pela autora

Em termos de tempo de processamento, ndo observamos diferengas significativas.
Entretanto, optamos por utilizar os parametros do BM4 do barcoder (ou bc4), que sdo
recomendados pela ONT, e que primam por um maior rigor na identificacdo das reads pelo

préprio processo de demultiplex.
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Todos os workflows utilizaram os parametros de basecalling e barcoder acima.

Entretanto, na etapa de classificacdo taxondmica testamos diferentes cut-offs para eliminar

reads pouco abundantes que poderiam representar “ruidos” ou artefatos do sequenciamento.

0]

Grafico 1 apresenta os diagndsticos obtidos dos dados de treinamento com os cut-offs maiores

ou iguais a 0%, 0,5%, 1% e 5%, respectivamente de A a D (grafico 1). Estes resultados

demonstram graficamente que, para os dados de treinamento, quanto maior e mais restritivo o

cut-off menos “ruido”. Todavia, as amostras que apresentaram menor rendimento no

sequenciamento passaram ao diagndéstico de indetectavel. Por estes resultados, o cut-off >0,5%

foram capazes de eliminar “ruidos” de sequenciamento, diagnosticando corretamente todas

amostras do dataset DENV_FTA _1 pelo classificador taxondmico Kraken2.

Gréfico 1 - Classificagdo taxondmica das reads pelo Kraken2 — dados de treinamento

as

A
N Abundancia relativa
B‘;bio;::; BC ;f;gz Priﬁdo reads BMEV ECHIKV BDENV mZIKV BHCV EHIV MSARS-Cov-2 M Outros virus Diag. Obtido
class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Random - Randbémica - 0 Indetectavel
DS Pl 1 Produto PCR DENV LT T e DENV
DS P2 2 Produto PCR DENV B e e DENV
DS P3 3 Produto PCR DENV e —— DENV-+ZIKV
DS P4 4 Produto PCR DENV 1886 DENV
DS_P5 5 Produto PCR DENV D DENV
DS _P6 6 Produto PCR DENV L e ——— DENV
DS_P7 7  Produto PCR DENV 412 DENV
DS P8 8  Produto PCR DENV e —— DENV
DS_P9 9 Produto PCR DENV 1159 DENV
DS P10 10 Produto PCR DENV 1788 DENV-ZIKV
DS Pll 11 Produto PCR DENV 787 DENV
DS P12 12 Produto PCR DENV 137 s DENV
* Classified as virus (virome). Cut-off = 0,0%.
B
N Abundéncia relativa
Bib]l;)ot:;; BC ;fnllp;)sg: Przﬁde reads WEV ECHIKV EDENV ®ZIKV MHCV EHIV ESARS-Cov-2 M Outros virus Diag. Obtido
class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Random - Randémica - 0 Indetectavel
DS Pl 1 Produto PCR DENV L L e —— DENV
DS_P2 2 Produto PCR DENV L R e —— DENV
DS P3 3 Produto PCR DENV e —— DENV
DS_P4 4 Produto PCR DENV T ——— DENV
DS_P5 5 Produto PCR DENV B e —— DENV
DS_P6 6 Produto PCR DENV D R e —— DENV
DS P7 7 Produto PCR DENV 0 Indeterminado
DS_P§ 8 Produto PCR DENV 2 e —— DENV
DS P9 9 Produto PCR DENV 1005 DENV
DS_P10 10 Produto PCR. DENV e  —— DENV
DS Pl 11 Produto PCR DENV e ——— DENV
DS P12 12 Produto PCR. DENV 7 —— DENV

* Classified as virus (virome). Cut-off = 0,5%.
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C

N . _ N Abundéncia relativa '
Bf:f;:;? BC ;[]E);)Sg: prz;ido reads MEV ECHIKV EDENV HZIKV MHOV EHIV BSARS-Cow-2 M Outros virus Diag. Obtido
class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Random - Randémica - 0 Indetectavel
DS Pl 1 Produto PCR DENV 2015 DENV
DS P2 2 Produto PCR DENV 5006 DENV
DS P3 3 Produto PCR DENV 1249 DENV
DS P4 4 Produto PCR DENV 1794 DENV
DS P5 5 Produto PCR DENV 512 DENV
DS P6 6  Produto PCR DENV 2089 DENV
DS P7 7 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P8 8 Produto PCR DENV 3260 DENV
DS_P9 9  Produto PCR DENV 1005 DENV
DS P10 10 Produto PCR DENV 1785 DENV
DS Pll 11 Produto PCR DENV 596 DENV
DS P12 12 Produto PCR DENV 0 Indeterminado
* Classified as virus (virome). Cut-off = 1.0%.
D
N Abundancia relativa
lef;:;z_ BC Jfooszlr: Priliido reads MEV NCHIKV EDENV HZIKV MHCY EHIV ESARS-Cov2 M Outros virus Diag. Obtido
class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Random - Randémica - 0 Indetectavel
DS P1 1 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P2 2 Produto PCR DENV 5006 DENV
DS P3 3 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P4 4 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS_P5 5 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P6 6 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P7 7 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS_P8 8  Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P9 9 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P10 10 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS Pll 11 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P12 12 ProdutoPCR DENV 0 Indetectivel

* Classified as virus (virome). Cut-off =5.0%.

Fonte: Elaborado pela autora

Os diferentes cut-offs analisados com suas respectivas sensibilidades, especificidades e
acurécias sdo descritos na tabela 5 para o classificador taxonémico Kraken2 na analise das 12
amostras do dataset DENV_FTA 1. E importante destacar que os dados randémicos n&o

identificaram nenhum virus em nenhum cut-off configurado.

Tabela 5 - Calculos de sensibilidade, especificidade e acuracia em diferentes cut-offs para os datasets utilizando
o classificador taxondmico Kraken2.

Kraken2 - controles

Sumario Cut-off = 0.0% Cut-off>0,5% Cut-off > 1,0% Cut-off > 5,0%

Total 12 100% 12| 100% 121 100% 121 100%
Sensibilidade 12 100% 11 92% 10 83% 1 8%
Especificidade 10 83% 11 92% 10 83% 1 8%
Acurécia 22 92% 22 92% 20 83% 2 8%

Fonte: Elaborado pela autora
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No gréfico 2, sdo representados os diagndsticos obtidos dos dados de treinamento com
os cut-offs 0%, 0,5%, 1% e 5%, respectivamente de A a D. Estes resultados demonstram
graficamente que, para os dados de treinamento, quando analisados pelo BLAST, o cut-off de
0% conseguiu diagnosticar corretamente as 12 amostras do dataset DENV_FTA 1, sem
“ruidos” de sequenciamento. Com valores mais altos de cut-off hd um aumento de diagnosticos

indetectaveis.

Gréfico 2 - Classificacdo taxondmica das reads pelo BLAST — dados de treinamento

A

N Abundancia relativa

Biblioteca_ Tipo de Diag. rea(is MEV ECHIKV WDENV = ZIKV B HCV EHIV BSARS-Cov-2 M Outros virus Diag. Obtida

Amostra amostra Presumido ’

class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Random - Randomica - 0 Indetectavel
DS P1 1 Produto PCR DENV 2019 DENV
DS P2 2 Produto PCR DENV 4322 DENV
DS P3 3 Produto PCR. DENV 1080 e DENV
DS P4 4 Produto PCR. DENV 1511 1 DENV
DS PS5 5 Produto PCR DENV 427 _____________________________________________________| DENV
DS _P6 6 Produto PCR DENV 2164 DENV
DS _P7 7  Produto PCR DENV 295 DENV
DS P8 8 Produto PCR DENV 2186 e DENV
DS_P9 9 Produto PCR DENV 905 1 A DENV
DS P10 10 Produto PCR DENV 1241 1 DENV
DS P11 11 Produto PCR DENV 581 DENV
DS P12 12 Produto PCR DENV 117 DENV
* Classified as virus (virome). Cut-off = 0.0%.
B
N Abundancia relativa

Biblioteca BC Tipo de Diag‘ reaL:ls WMEYV ®mCHIKY mDENV ®ZIKV ®mHCV mHIV BSARS-Cov-2 M Outros virus Diag. Obtido

Amostra amostra Presumido class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Random - Randémica - 0 Indetectavel
DS Pl 1 Produto PCR DENV 1888 DENV
DS_P2 2 Produto PCR DENV 4133 DENV
DS_P3 3  Produto PCR DENV 1052 DENV
DS_P4 4 Produto PCR DENV 1511 DENV
DS PS5 5 Produto PCR DENV 396 I —— DENV
DS_Po6 6 Produto PCR DENV 2025 DENV
DS _P7 7  Produto PCR DENV 0 Indeterminado
DS_P8 8  Produto PCR DENV 2186 DENV
DS P9 9  Produto PCR DENV 843 DENV
DS P10 10 Produto PCR DENV 1012 DENV
DS P11 11 Produto PCR DENV 521 DENV
DS P12 12 Produto PCR DENV 117 DENV
* Classified as virus (virome). Cut-off = 0,5%.

C
N Abundancia relativa

Biblioteca Tipo de Diag. " MEV WCHIKV mDENV mZIKV mHCU mHIV mSARS-Cov-2 m Outros virus . .

Amostra BC amostra Presumido reads Diag. Obtido

class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Random - Randbémica - 0 Indetectavel
DS_P1 1 Produto PCR DENV 1888 DENV
DS P2 2  Produto PCR DENV 4133 e DENV
DS P3 3  Produto PCR DENV 1052 DENV
DS P4 4 Produto PCR DENV 1511 DENV
DS P5 5 Produto PCR DENV 396 e —— DENV
DS _P6 6 Produto PCR DENV 2025 DENV
DS_P7 7  Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P8 8 Produto PCR DENV 1707 e DENV
DS P9 9  Produto PCR DENV 843 DENV
DS P10 10 Produto PCR DENV 1012 I — DENV
DS P11 11 Produto PCR DENV 521 DENV
DS P12 12 Produto PCR DENV 0 Indetectavel

* Classified as virus (virome). Cut-off = 1,0%.
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D
Abundancia relativa
Biblioteca Tipo de Diag. N WEV WCHIKV MDENV WZIKV BHCV MHIV B SARS-Cov-2 B Outros virus . .
- BC . reads Diag. Obtido
Amostra amostra Presumido class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Random - Randémica - 0 Indetectavel
DS_P1 1 Produto PCR DENV 0 Indeterminado
DS_P2 2 Produto PCR DENV 4133 DENV

DS P3 3 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P4 4 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P5 5 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P6 6 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P7 7  Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P8 8 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P9 9  Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P10 10 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P11 11  Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS _PI12 12 Produto PCR DENV 0 Indetectavel

* Classified as virus (virome). Cut-off = 5.0%.

Fonte: Elaborado pela autora

Os diferentes cut-offs analisados com suas respectivas sensibilidades, especificidades e

acuracias sdo descritos na tabela 6 para o classificador taxonémico BLAST na anélise das 12

amostras do dataset DENV_FTA 1.

Tabela 6 - Célculos de sensibilidade, especificidade e acuracia em diferentes cut-offs para os
datasets utilizando o classificador taxondmico BLAST.

BLAST - controles

Sumario Cut-off = 0.0% Cut-off > 0.5% Cut-off > 1,0% Cut-off > 5,0%

Total 12|  100% 12 100% 12 100% 12 100%
Sensibilidade 12|  100% 12 100% 10 83% 1 8%
Especificidade 12|  100% 12 100% 10 83% 1 8%
Acuracia 24|  100% 24 100% 20 83% 2 8%

Fonte: Elaborado pela autora

Uma biblioteca foi preparada com diluicbes seriadas de 10° a 10° da OPV, que é

distribuida em territério nacional pelo Sistema Unico de Satde. A vacina contém os poliovirus

atenuados 1, 2 e 3 em sua composicdo. Essa corrida foi realizada em uma flowcell que ja havia

sido usada e lavada previamente. As demais amostras das bibliotecas analisadas foram testadas

em flowcells novas. Na tabela 7 consta as informacg6es da corrida como: duracdo da corrida,

quantidade de reads que passaram e falharam de acordo com o filtro de qualidade > 9 (qc >9),

bem como, a mediana do tamanho das reads que passaram e quantas foram identificadas com

barcodes ou nio.
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Tabela 7 - Dados da corrida, basecalling e demultiplex da vacina de poliovirus atenuados (OPV)

N.de  N.de Tempoda Total reads Passreads  Fail reads  Mediana pass

* - *%
amostras  corridas ~ corrida (h) (gscore>9)  (gscore>9)  reads (ph) BC* NoBC

Descrigdo

Vacina contra a poliomielite 7 Segunda 25,05 679407 124478 554,929 698 35960 88518

*BC = com barcode
**No-BC = sem barcode

Fonte: Elaborado pela autora

No grafico 3, sdo representados os diagndsticos obtidos da biblioteca de diluicdo seriada
da vacina anti pélio oral a partir da classificacdo taxonémica pelo Kraken2 e BLAST, A e B,
respetivamente. Foi possivel notar a presenca de contaminacdo com virus, possivelmente
derivados de um sequenciamento anterior, ja que usamos a flowcell lavada para essa biblioteca
ao invés de uma nova. Apesar da contaminacao foi possivel identificar os enterovirus presentes
na vacina oral até a diluicdo de 10 tanto com wf 1 como pelo wf 2. Caso ndo houvesse tal

contaminacdo talvez fosse possivel detectar enterovirus em diluicdes menores.

Gréfico 3 - Classificagdo taxondmica das reads — vacina anti polio ora (OPV)

A

Classificagio taxonomica das reads do viroma em nivel de espécie pelo Kraken? - vacina anti polio

N Abundincia relativa
Amostras  BC Tipo de amostra Dlag reac.ls MEV NCHIKV MDENV BZIKV WHCV WMHIV BSARS-Cov-2 M Outros virus Dlag Obtido
Presumido '
class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%
1 1 Vacia (1E0) EV Sg17 — EV+CHIKV+DENV
2 2 Vacia (1E-1) EV 5603 — EV+CHIKV+DENV+ZIKV+HCV+SARS-Cov-2
3 3 Vacina (1E-2) EV 1912 EV+CHIKV+DENV+HCV+SARS-Cov-2
4 4 Vacina (1E-3) EV 11— - EV+CHIKV+DENV+ZIKV+HCV+SARS-Cov-2
5 5 Vacina (1E-4) EV A — — EV+CHIKV+DENV+ZIKV+SARS-Cov-2
6 6 Vacia (IE-5) EV 693 —— I— CHIKV+DENV+ZIKV+HCV+SARS-Cav-2
1 7 Vacina (1E-6) EV 312 — CHIKVA+DENV+ZIKV+SARS-Cov-2

* Classified as virus (virome). Cut-off > 00%.

B

Classificagdo taxonomica das reads do viroma em nivel de espécie pelo BLAST - vacina anti polio
Abundincia relativa

Tipo de Diag. BEV WCHIKV mDENV 821KV mHOY mHIV mSARS-Cov2 m Outros virus

reads

Amostras  BC . Diag. Obtido
amostra Presumido
chss. 0% 20% 0% 60% 80% 100%
1 1 Vacha (IE0) EV 7996 e EV+CHIKV4DENV+SARS-Cov-2
2 2 Vacina (1E-1) EV 8398 I—- EV+CHIKV+DENV+ZIKV+HCV+SARS-Cov-2
3 3 Vacma (1E-2) EV 3301 I ——— . EV+CHIK VHDENV+ZIK VHICV+SARS-Cov-2
4 4 Vacma (1E-3) EV 1127 e A I EV+CHIKV+DENV+ZIKV+SARS-Cov-2
5 5 Vacina (1E-4) EV 407 I — I | V+CHIK VHDENV+ZIK V4+SARS-Cov-2
6 6 Vacina (1E-5) EV 984 | I EV-+CHIK VHDENV+ZIK VHHCV+SARS-Cov-2
7 7 Vacma (1E-6) EV 517 I I CHIK V+DENV+ZIK V4SARS-Cov-2

* Classified as virus (virome). Cut-off = 0.0%.

Fonte: Elaborado pela autora
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Entretanto, realizamos as analises de diferentes cut-offs em ambos os classificadores
taxondmicos Kraken2 e BLAST para verificar a possibilidade de eliminar o erro de diagndstico
devido a contaminacdo e obtivemos melhor acuracia (50%) com o cut-off de 5% (dados nédo
mostrados).

Ap0s a extensa padronizacdo dos métodos otimizados, seis bibliotecas foram preparadas
e permitiram testar diferentes condi¢des do experimento para realizar corridas no aparelho, cada
biblioteca representa uma corrida (tabela 8).

A biblioteca 1 corresponde ao teste de 3 amostras distintas de isolados de culturas virais
dos arbovirus dengue, zika e chikungunya. A biblioteca 2 corresponde ao teste de 3 amostras
clinicas retrospectivas de liquor providas de forma andnima e voluntéria por diferentes grupos
de pesquisa da Fiocruz-BA e 2 amostras recentes de HIV e hepatite C com alta carga viral
confirmada. A biblioteca 3 corresponde a amostras clinicas virais de chikungunya, dengue,
hepatite C, hepatite B, HIV, SARS-CoV-2 e uma amostra de um isolado viral de zika virus. As
bibliotecas 4 e 5 correspondem ao teste de amostras clinicas virais de chikungunya, dengue,

hepatite C, HIV e SARS-CoV-2 a fim de aumentar o tamanho amostral das analises.

Tabela 8 - Dados da corrida, basecalling e demultiplex

Mediana
N. . N.de Tempo da Pass reads Fail reads
o Descricéo . Total reads Passreads BC*  No-BC **
biblioteca amostras corrida (h) (gscore>9) (gscore>9) (ob)
1 Cultura 3 16,61 2.212.000 987.974 1.224.026 434 29.761 958.213
2 Clinica 5 38,8 1.817.886 256.916 1.560.970 512 73.591 183.325
3 Clinica 8 40.26 4.996.921 1.345.793 3.651.128 534  256.976 1.088.817
4 Clinica 11 16.69 392.258 96.373 295885 469  18.478 77.895

5 Clinica 12 24,23 257.420 28.857 228.563 496 5.473 23.384

*BC = combarcode
*No-BC = sem barcode

Fonte: Elaborado pela autora

Nossos resultados com parametros mais liberais do Guppy Barcoder, BM2 (bc2),
combinados com um filtro de qualidade 7 (qc7) mostram que wfl foi sensivel para diagnosticar

21 das 35 amostras analisadas com o cut-off de 1,0% (gréafico 4).
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Gréfico 4 - Classificacdo taxondmica em nivel de espécie das reads analisadas pelo Kraken2 (qc7_bc2)

Abundancia relativa

Biblioteca_ Tipo de Diag. Presumido re’:c-is WEV mCHIKV mDENV = 2KV mHCV mHIV_m SARS-Cov-2_m Outros virus Diag. Obtido

Amostra amostra

class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%

L1 C1 1 Cultura CHIKV 316 CHIKV
L1 _C2 2 Cultura DENV 11491 DENV
L1_C3 3 Cultura ZIKV 9524 ZIKV
L2_Al 4 Clinica HIV 893 HIV
L2_A2 5 Clinica HCV 1549 HCV
L3_A3 2 Clinica CHIKV 3448 CHIKV
L3_A4 3 Clinica DENV 5612 DENV
L3_A5 4 Clinica HCV 0 Indetectavel
L3 A6 5 Clinica HIV 0 Indetectavel
L3 A7 6 Clinica SARS-CoV-2 15679 SARS-Cov-2
L3 A8 7  Clinica HCV 2271 HCV
L3 _C4 8 Cultura ZIKV 0 Indetectavel
L4 _A9 1 Clinica CHIKV 790 CHIKV
L4_A10 2 Clinica CHIKV 3426 CHIKV
L4 _All 3 Clinica DENV 92 DENV+ZIKV
L4_A12 4 Clinica DENV 1895 DENV
L4 _Al13 5 Clinica HCV 0 Indetectavel
L4 _Al4 6 Clinica HCV 0 Indetectavel
L4_A15 7 Clinica HIV 29 CHIKV+DENV
L4_A16 8 Clinica HIV 19 ZIKV
L4_A17 9 Clinica SARS-CoV-2 37 SARS-Cov-2
L4_A18 10 Clinica SARS-CoV-2 89 SARS-Cov-2
L4 _A19 11 Clinica SARS-CoV-2 121 SARS-Cov-2
L5_A20 1 Clinica CHIKV 224 CHIKV
L5 _A21 2 Clinica CHIKV 747 CHIKV
L5_A22 3 Clinica DENV 384 DENV
L5 _A23 4 Clinica DENV 0 Indeterminado
L5_A24 5 Clinica HCV 0 Indeterminado
L5_A25 6 Clinica HCV 0 Indetectavel
L5 _A26 7  Clinica HIV 0 Indetectavel
L5_A27 8 Clinica HIV 12 CHIKV+HIV
L5_A28 9 Clinica HIV 8 HIV
L5_A29 10 Clinica HIV 0 Indetectavel
L5_A30 11 Clinica SARS-CoV-2 0 Indetectavel
L5 A3l 12 Clinica SARS-CoV-2 21 — DENV+ZIKV+SARS-Cov-2

* Classified as virus (virome). Cut-off > 1,0%.
Fonte: Elaborado pela autora

A acuracia, sensibilidade e especificidade do wfl foi de 56%, 60% e 51%,

respectivamente para o cut-off = 1,0% com esses parametros mais liberais (tabela 9).

Tabela 9 - Célculos de sensibilidade, especificidade e acuracia em diferentes cut-offs utilizando o classificador
taxonémico Kraken2 (qc7_bc2).

Kraken2 - qc7_bc2

Sumario Cut-off = 0.0% Cut-off > 0,5% Cut-off>1,0% Cut-off > 5,0%

Total 35 100% 35 100% 35 100% 35 100%
Sensibilidade 28 80% 21 60% 21 60% 16 46%
Especificidade 6 17% 17 49% 18 51% 16 46%
Acuracia 34 49% 38 54% 39 56% 32 46%

Fonte: Elaborado pela autora

Ja na analise com qc9_bc4, obtivemos 23 resultados corretos em um universo de 35
amostras. Sendo uma amostra a mais que nos resultados apresentados anteriormente (grafico
5).
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Gréfico 5 - Classificacdo taxondmica em nivel de espécie das reads analisadas pelo Kraken2 (qc9_bc4)

Abundancia relativa

Biblioteca_ Tipo de Diag. Presumido re’;‘ds NEV WCHKV WDENV mZIKV WHCV WHV BSARS-Cov-2 M Outros virus Diag. Obtido

Amostra amostra

class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%

L1 Cl 1  Cultura CHIKV 240 CHIKV
Ll_CZ 2 Cultura DENV 8625 | DENV
L1_C3 3 Cultura ZIKV 7479 ZIKV
L2_Al 4 Clinica HIV 552 HIV
L2_A2 5 Clinica HCV 77 HCV
L3_A3 2 Clinica CHIKV 2112 CHIKV
L3_A4 3 Clinica DENV 3904 DENV
L3 A5 4 Clinica HCV 0 Indetectavel
L3_A6 5 Clinica HIV 0 Indetectavel
L3_A7 6  Clinica SARS-CoV-2 11416 — SARS-Cov-2
|_3_A8 7 Clinica HCV 1475 ___________________________________________________________________| HCV
L3_C4 8 Cultura ZIKV 31827 ZIKV
|_4_A9 1 Clinica CHIKV 461 ___________________________________________________________________| CHIKV
L4_A10 2 Clinica CHIKV 2000 — CHIKV
L4_All 3 Clinica DENV 61 DENV
L4_Al12 4 Clinica DENV 1238 DENV
L4 Al3 5 Clinica HCV 0 Indetectavel
L4_Al4 6 Clinica HCV 0 Indetectavel
L4_A15 7 Clinica HIV 0 Indeterminado
L4_Al6 8 Clinica HIV 0 Indeterminado
L4_Al7 9  Clinica SARS-CoV-2 18— SARS-Cov-2
L4_A18 10 Clinica SARS-CoV-2 53— SARS-Cov-2
L4_A19 11  Clinica SARS-CoV-2 63— SARS-Cov-2
|_5_A20 1 Clinica CHIKV 214 | CHIKV
|_5_A2]_ 2 Clinica CHIKV 326 . ____________________________________________________________________| CHIKV
L5_A22 3 Clinica DENV 204 DENV
L5_A23 4 Clinica DENV 815 DENV
L5 A24 5 Clinica HCV 0 Indetectavel
L5_A25 6 Clinica HCV 0 Indetectavel
L5_A26 7 Clinica HIV 0 Indetectavel
L5_A27 8 Clinica HIV 5 CHIKV+HIV
L5_A28 9  Clinica HIV 3 HIV
L5_A29 10 Clinica HIV 0 Indetectavel
L5_A30 11  Clinica SARS-CoV-2 0 Indetectavel
L5_A31l 12 Clinica SARS-CoV-2 7 DENV

* Classified as virus (virome). Cut-off = 1,0%.
Fonte: Elaborado pela autora

O melhor cut-off analisado para esse classificador taxonémico foi o de 1%, apresentando
sensibilidade de 66%, especificidade de 63% e acuracia de 64%. Na tabela 10 ha a analise dos
valores dos diferentes cut-offs analisados com suas respectivas sensibilidades, especificidades

e acuracias para analises pelo Kraken2 com esses parametros mais liberais.

Tabela 10 - Calculos de sensibilidade, especificidade e acuracia em diferentes cut-offs utilizando o classificador

taxonémico Kraken2 (gc9_bc4).
Kraken2 - qc9

Sumario Cut-off = 0.0% Cut-off > 0,5% Cut-off>1,0% Cut-off > 5,0%
Total 35 100% 35 100% 35 100% 35 100%
Sensibilidade 31 89% 24 69% 23 66% 16 46%
Especificidade 9 26% 20 57% 22 63% 16 46%
Acurécia 40 51% 44 63% 45 64% 32 46%

Fonte: Elaborado pela autora
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O segundo workflow com parametros mais liberais do Guppy Barcoder combinados com
um gc7 e BM2 do barcoder (bc2) mostram que wf2 foi sensivel para diagnosticar 23 amostras
de 35 totais (grafico 6).

Gréfico 6 - Classificacdo taxondmica em nivel de espécie das reads analisadas pelo BLAST (qc7_bc2)

N Abundancia relativa

Biblioteca_ Tipo de Diag. Presumido reaas WEV mCHIKV mDENV mZIKV mHCV mHIV mSARS-Cov-2 m Outros virus Diag. Obtido

Amostra amostra

class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%

L1 C1 1 Cultura CHIKV 212 CHIKV
L1_C2 2 Cultura DENV 7350 DENV
L1 C3 3 Cultura ZIKV 6319 ZIKV
L2_Al 4 Clinica HIV 406 HIV
L2_A2 5 Clinica HCV 506 HCV
L3_A3 2 Clinica CHIKV 2238 CHIKV
L3 A4 3 Clinica DENV 4753 DENV
L3 A5 4 Clinica HCV 0 Indetectavel
L3_A6 5 Clinica HIV 0 Indetectavel
L3_A7 6 Clinica SARS-CoV-2 36573 SARS-Cov-2
L3_A8 7 Clinica HCV 1350 HCV
L3_C4 8 Cultura ZIKV 34308 ZIKV
L4 A9 1 Clinica CHIKV 578 CHIKV
L4_A10 2 Clinica CHIKV 2365 CHIKV+SARS-Cov-2
L4_Al1 3 Clinica DENV 131 — CHIKV+DENV+ZIKV+SARS-Cov-2
L4_A12 4 Clinica DENV 1576 DENV
L4_A13 5 Clinica HCV 0 Indeterminado
L4 Al4 6 Clinica HCV 0 Indeterminado
L4_A15 7 Clinica HIV 56 CHIKV+DENV+HCV+SARS-Cov-2
L4_Al6 8 Clinica HIV 88 M — CHIKV+DENV+ZIKV+SARS-Cov-2
L4_A17 9  Clinica SARS-CoV-2 84— SARS-Cov-2
L4_A18 10 Clinica SARS-CoV-2 203 SARS-Cov-2
L4_A19 11 Clinica SARS-CoV-2 237 SARS-Cov-2
L5 _A20 1 Clinica CHIKV 1926 — CHIKV
L5_A21 2 Clinica CHIKV 2251 CHIKV
L5_A22 3 Clinica DENV 1673 DENV
L5_A23 4 Clinica DENV 3934 DENV
L5 A24 5 Clinica HCV 207 CHIKV+DENV+SARS-Cov-2
L5 _A25 6 Clinica HCV 0 Indetectavel
L5_A26 7 Clinica HIV 0 Indeterminado
L5_A27 8 Clinica HIV 83 CHIKV+DENV+HIV
L5_A28 9 Clinica HIV 51 DENV+HIV
L5_A29 10 Clinica HIV 0 Indeterminado
L5 _A30 11 Clinica SARS-CoV-2 0 Indeterminado
L5 A3l 12 Clinica SARS-CoV-2 185 CHIKV+DENV+ZIKV+SARS-Cov-2

* Classified as virus (virome). Cut-off > 0,5%.
Fonte: Elaborado pela autora

Diferentemente dos workflows anteriores, para o BLAST, o melhor cut-off analisado foi
0 de 0,5%. A acuraria, sensibilidade e especificidade do wfl foi de 59%, 63% e 54%,

respectivamente para o cut-off = 1,0% com esses parametros mais liberais (tabela 11).

Tabela 11 - Célculos de sensibilidade, especificidade e acuracia em diferentes cut-offs utilizando o classificador
taxondémico BLAST (qc7_bc2)
BLAST - qc7_bc2

Sumario Cut-off = 0.0% Cut-off > 0,5% Cut-off > 1,0% Cut-off > 5,0%

Total 35 100% 35 100% 35 100% 35 100%
Sensibilidade 32 91% 23 66% 22 63% 18 51%
Especificidade 5 14% 18 51% 19 54% 17 49%
Acuricia 37 53% 41 59% 41 59% 35 50%

Fonte: Elaborado pela autora
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J& na analise com gc9_bc4, obtivemos 26 resultados corretos em um universo de 35
amostras. Sendo uma amostra a mais que nos resultados apresentados anteriormente (grafico
7).

Gréfico 7 - Classificacdo taxondmica em nivel de espécie das reads analisadas pelo BLAST (qc9 bc4)
Abundancia relativa

Biblioteca_ BC Tipo de Diag. Presumido re’:ds WEV WCHKV EDENV ®ZIKV EMHCV mHIV mSARS-Cov-2 M Outros virus Diag. Obtido
Amostra amostra
class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%
L1 Cl 1 Cultura CHIKV 174 CHIKV
L1 C2 2 Cultura DENV 6144 DENV
L1_C3 3 Cultura ZIKV 5257 ZIKV
L2_Al 4 Clinica HIV 322 HIV
L2_A2 5 Clinica HCV 310 HCV
L3_A3 2 Clinica CHIKV 1589 CHIKV
L3 _Ad 3 Clinica DENV 3607 DENV
L3_A5 4 Clinica HCV 0 Indeterminado
L3_A6 5 Clinica HIV 0 Indeterminado
L3_A7 6 Clinica SARS-CoV-2 271102 — SARS-Cov-2
L3 A8 7 Clinica HCV 1059 HCV
L3_C4 8 Cultura ZIKV 24850 ZIKV
L4_A9 1 Clinica CHIKV 347 CHIKV
L4_A10 2 Clinica CHIKV 1511 — CHIKV
L4_Al1l 3 Clinica DENV 98 — CHIKV+DENV+ZIKV+SARS-Cov-2
L4_A12 4 Clinica DENV 1048 DENV
L4_A13 5 Clinica HCV 0 Indeterminado
L4_Al4 6 Clinica HCV 0 Indeterminado
L4_A15 7 Clinica HIV 34 L — CHIKV+DENV+HIV
L4_A16 8 Clinica HIV 56  IE— T — DENV+ZIKV+SARS-Cov-2
L4_A17 9 Clinica SARS-CoV-2 55— SARS-Cov-2
L4_A18 10  Clinica SARS-CoV-2 143 — SARS-Cov-2
L4_A19 11 Clinica SARS-CoV-2 164 — SARS-Cov-2
L5_A20 1 Clinica CHIKV 157 | CHIKV
L5_A21 2 Clinica CHIKV 255 CHIKV
L5_A22 3 Clinica DENV 189 DENV
L5_A23 4 Clinica DENV 708 DENV
L5_A24 5 Clinica HCV 21 DENV+SARS-Cov-2
L5_A25 6 Clinica HCV 0 Indeterminado
L5 _A26 7 Clinica HIV 2 HIV
L5_A27 8 Clinica HIV 7 L E— CHIKV+DENV+HIV
L5 A28 9 Clinica HIV 5 HIV+SARS-Cov-2
L5_A29 10  Clinica HIV 0 Indeterminado
L5_A30 11 Clinica SARS-CoV-2 0 Indeterminado
L5_A31 12 Clinica SARS-CoV-2 12 I DENV+ZIKV+SARS-Cov-2

* Classified as virus (virome). Cut-off = 0,5%.
Fonte: Elaborado pela autora

O melhor cut-off analisado foi o de 0,5%, apresentando sensibilidade de 74%,
especificidade de 60% e acuracia de 67%. Na tabela 12 ha a analise dos valores dos diferentes
cut-offs analisados com suas respectivas sensibilidades, especificidades e acuracias para
analises pelo BLAST.

Tabela 12 - Célculos de sensibilidade, especificidade e acuracia em diferentes cut-offs utilizando o classificador
taxondmico BLAST (qc9_bc4)

BLAST - qc9

Sumario Cut-off = 0.0% Cut-0ff> 0,5% Cut-off > 1,0% Cut-off > 5,0%
Total 35 100% 35 100% 35 100% 35 100%
Sensibilidade 32 91% 26 74% 24 69% 18 51%
Especificidade 10 29% 21 60% 22 63% 18 51%
Acurcia 42 60% 47 67% 46 66% 36 51%

Fonte: Elaborado pela autora
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Devido ao desempenho do qc9_bc4 em relagdo ao qc7_bc2, definimos que todas as
andlises a seguir seriam realizadas com os pardmetros qc9_bc4 (esta informagdo ndo aparece
mais nas ilustracoes).

Além dos wfl e wf2, testamos outros wf alternativos: Genome Detective (wf3) e Epi2Me
(wf4). A ferramenta web Genome Detective performou melhor que o wfl e wf2 com acurécia
com o cut-off = 0%, entretanto quando aplicado o cut-off = 1% foi possivel reduzir “ruidos” de

sequenciamento e obter o diagnostico correto de 26 das nossas 35 amostras (grafico 8).

Gréfico 8 - Classificagdo taxondmica em nivel de espécie das reads analisadas pelo Genome Detective.

Abundancia relativa

Biblioteca Tipo de Diag. Presumido re';‘(is HEV WCHKV BDENV mZIKV EHCV EHIV_ MSARS-Cov-2 M Outros virus Diag. Obtido
_Amostra amostra

class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%
L1 C1 1 Cultura CHIKV 289 1 CHIKV
L1 C2 2 Cultura DENV 9237 1 — DENV
L1.C3 3 Cultura ZIKV 7726 ZIKV
L2_AL 4 Clinica HIV 750 HIV
L2_A2 5  Clinica HCV 1085 I E—— HCV
L3 A3 2 Clinica CHIKV 30/ CHIKV
L3_A4 3 Clinica DENV 5274 DENV
L3_A5 4 Clinica HCV 0 Indetectavel
L3_A6 5 Clinica HIV 0 Indetectvel
L3_A7 6 Clinica SARS-CoV-2 33980 — SARS-Cov-2
L3 A8 7 Clinica HCcV 1604 HCV
L3_C4 8 Cultura ZIKV 32468 ZIKV
L4 A9 1 Clinica CHIKV 5(0() | CHIKV
L4_A10 2 Clinica CHIKV 2123 e — CHIKV
L4_All 3 Clinica DENV 110 DENV
L4_A12 4 Clinica DENV 1518 DENV
L4_A13 5 Clinica HCV 0 Indetectavel
L4 _Al4 6 Clinica HCV 0 Indetectavel
L4_Al5 7 Clinica HIV 30 DENV+HIV
L4 Al6 8 Clinica HIV 22 DENV
L4_A17 9  Clinica SARS-CoV-2 70— SARS-Cov-2
L4_A18 10  Clinica SARS-CoV-2 182 — SARS-Cov-2
L4_A19 11 Clinica SARS-CoV-2 22— SARS-Cov-2
L5_A20 1 Clinica CHIKV 254 CHIKV
L5_A21 2 Clinica CHIKV 374 CHIKV
L5_A22 3 Clinica DENV 278 DENV
L5_A23 4 Clinica DENV 973 DENV
L5_A24 5  Clinica HCV .| SARS-Cov-2
L5_A25 6 Clinica HCV 0 Indetectavel
L5_A26 7 Clinica HIV 4 HIV
L5_A27 8 Clinica HIV 12— CHIKV+DENV+HIV
L5_A28 9 Clinica HIV 7 HIV
L5_A29 10  Clinica HIV 0 Indetectavel
L5_A30 11 Clinica SARS-CoV-2 0 Indetectével
L5_A3l 12 Clinica SARS-CoV-2 20 DENV+SARS-Cov-2

* Classified as virus (virome). Cut-off = 1,0%.
Fonte: Elaborado pela autora
A acuraria, sensibilidade e especificidade do wf3 foi de 70%, 74% e 66%,

respectivamente para o cut-off = 1,0%. Na tabela 13 as analises feitas pelo Genome Detective

estdo sumarizadas.
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Tabela 13 - Calculos de sensibilidade, especificidade e acuracia em diferentes cut-offs utilizando o classificador
taxondmico Genome Detective

Genome Detective

Sumario Cut-off = 0.0% Cut-off > 0,5% Cut-off>1,0% Cut-off > 5,0%

Total 35 100% 35 100% 35 100% 35 100%
Sensibilidade 34 97% 26 74% 26 74% 19 54%
Especificidade 7 20% 20 57% 23 66% 18 51%
Acuracia 41 59% 46 66% 49 70% 37 53%

Fonte: Elaborado pela autora

Por fim, nossos resultados utilizando a plataforma online da ONT, o Epi2ME, com cut-

off de 0,5%, obtivemos 23 diagndsticos sensiveis em um universo de 35 amostras (grafico 9).

Grafico 9 - Classificagdo taxonémica em nivel de espécie das reads analisadas pelo Epi2ME (qc9).

N Abundancia relativa

Bzarlgsetcrz_ ;rn!p;)s tc:: Diag, Presumido  reads WEV WCHKV MDENV mZIKV NHCV EHIV SARS-Cov-2 M Outros virus Diag, Obido

class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%
L1 CL 1 Cultura CHIKV 249 I~ CHIKV+DENV
L1_C2 2 Cultura DENV 7974 DENV
L1 C3 3 Cultura ZIKV 7561 ZIKV
L2_Al 4 Clinica HIV 359 HIV
L2_A2 5 Clinica HCV 627 HCV
L3_A3 2 Clinica CHIKV 2005 CHIKV
L3_A4 3 Clinica DENV 2627 DENV
L3_A5 4 Clinica HCV 0 Indeterminado
L3_A6 5 Clinica HIV 190 Indetectavel
L3 A7 6 Clinica SARS-CoV-2 33758 SARS-Cov-2
L3_A8 7 Clinica HCV 1406 HCV
L3_C4 8 Cultura ZIKV 31761 ZIKV
L4_A9 1 Clinica CHIKV 430 CHIKV
L4_A10 2 Clinica CHIKV 1879 CHIKV
L4 ALl 3 Clinica DENV gy — CHIKV+DENV+ZIKV+SARS-Cov-2
L4 A12 4 Clinica DENV 779 DENV
L4_A13 5 Clinica HCV 10 Indetectavel
L4_A14 6 Clinica HCV 17 Indetectavel
L4_A15 7 Clinica HIV 4g  — e — CHIKV+DENV+HIV+SARS-Cov-2
L4_A16 8 Clinica HIV 29 DENV+ZIKV
L4_AL7 9  Clinica SARS-CoV-2 70 SARS-Cov-2
L4_A18 10 Clinica SARS-CoV-2 180 SARS-Cov-2
L4_A19 11 Clinica SARS-CoV-2 221 SARS-Cov-2
L5_A20 1 Clinica CHIKV 201 CHIKV
L5_A21 2 Clinica CHIKV 316 CHIKV
L5_A22 3 Clinica DENV 0 Indetectavel
L5_A23 4 Clinica DENV 0 Indetectavel
L5_A24 5 Clinica HCV 3 Indetectavel
L5_A25 6 Clinica HCV 0 Indetectével
L5_A26 7 Clinica HIV 0 Indetectavel
L5 A27 8 Clinica HIV 7 CHIKV+DENV+HIV
L5_A28 9 Clinica HIV 5 DENV+HIV
L5_A29 10 Clinica HIV 4 SARS-Cov-2
L5_A30 11 Clinica SARS-CoV-2 3 SARS-Cov-2
L5_A31 12 Clinica SARS-CoV-2 9 ZIKV+SARS-Cov-2

* Classified as virus (virome). Cut-off = 0,5%.
Fonte: Elaborado pela autora

O melhor cut-off analisado para esse classificador taxondmico foi o de 0,5%,
apresentando sensibilidade de 66%, especificidade de 49% e acuracia de 57%. Na tabela 14 ha
a andlise dos valores dos diferentes cut-offs analisados com suas respectivas sensibilidades,

especificidades e acuracias para analises pelo Epi2ME.
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Tabela 14 - Calculos de sensibilidade, especificidade e acuracia em diferentes cut-offs utilizando o classificador
taxonémico Epi2ME

Epi2ME - qc9

Sumario Cut-off = 0.0% Cut-off> 0,5% Cut-off > 1,0% Cut-off > 5,0%
Total 35 100% 35 100% 35 100% 35 100%
Sensibilidade 26 74% 23 66% 21 60% 17 49%
Especificidade 9 26% 17 49% 16 46% 17 49%
Acuracia 35 50% 40 57% 37 53% 34 49%

Fonte: Elaborado pela autora

A analises dos controles (DENV_FTAL, sequencias randdmicas e da OPV), oferecem
resultados importantes sobre os desempenhos dos workflows. Para os dados de treinamento
DENV_FTA_1, nenhum cut-off ou um cut-off de 0,5% foi o suficiente para fornecer diagnéstico
acurado das amostras. Entretanto, para as analises da dilui¢do seriada da vacina, a contaminacgéo
presente possivelmente influenciou o resultado obtido, necessitando a utilizacdo de um cut-off
de 5% para que a melhor acuracia avaliada nessa biblioteca (50%) fosse alcancada.
Comparativamente, entre os 4 workflows testados, 0 wf3 que usa o Genome detective, possui a
melhor acuracia (70%), melhor especificidade (66%) e melhor sensibilidade (74%). Foi
possivel também comparar os resultados de parametros mais liberais para o workflow 1 e 2, e
notar uma piora na sensibilidade e especificidade da analise, quando comparadas aos

parametros recomentados.

5.3 DIAGNOSTICO POR CLASSIFICACAO TAXONOMICA A NIVEL DE CONTIGS

Apos finalizacdo de todas as analises referentes a classificacdo taxondmica do virus a
nivel de reads, realizamos analises a nivel de contigs. Primariamente avaliamos as contigs
obtidas dos dados de treinamento e os cut-offs 0%, 0,5%, 1% e 5%, respectivamente de A a D
(gréfico 10). Esses resultados demonstram graficamente que foi possivel montar contigs de 9
amostras diferente com o cut-off de 0% e que esse numero decresceu com o aumento do cut-

off, aumentando assim o nUmero de amostras consideradas indetectaveis.
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Gréfico 10 - Classificagdo taxondmica das contigs pelo Kraken2 — dados de treinamento

A

Abundancia relativa

Biblioteca_ A BC Tipo de amostra Dl‘ag‘ corI:i.gs mEV mCHIKY mDENV ®ZIKV mHCYV mHIV mSARS-Cov-2 M Outros virus Diag. Obtido
mostra Presumido class. 0% 20% 20% 60% 80% 100%
Random - Randémica - 0 Indetectavel
DS Pl 1 Produto PCR DENV 2 DENV
DS P2 2  Produto PCR DENV 2 DENV
DS_P3 3 Produto PCR DENV 10 — DENV+ZIKV
DS P4 4 Produto PCR DENV 2 DENV
DS_P5 5 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS_P6 6 Produto PCR DENV 5 DENV
Ds P7 7  Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS_P8 8 Produto PCR DENV 7 DENV
DS P9 9  Produto PCR DENV 40 DENV
Ds P10 10 Produto PCR DENV 1 DENV
DS_Pl1 11 Produto PCR DENV 2 DENV
DS P12 12 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
* Classified as virus (virome). Cut-off = 0,0%.
B
Abundancia relativa
Biblioteca A . Diag. N.' WEV WCHIKY MDENV WZIKV MHCV EHIV ESARS-Cov-2 M Outros virus . .
— BC Tipo de amostra R contigs Diag. Obtido
mostra Presumido class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Random - Randamica - 0 Indetectavel
DS Pl 1 Produto PCR DENV 0 Indetermmado
DS_P2 2 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS_P3 3 Produto PCR DENV 36 DENV
DS_P4 4 Produto PCR DENV 2 DENV
DS_P5 5 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS_P6 6 Produto PCR DENV 5 DENV
DS_P7 7 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS_P8 8 Produto PCR DENV 7 DENV
DS P9 9  Produto PCR DENV 40 DENV
DS _Pl0 10 Produto PCR DENV 1 DENV
DS_PI11 11 Produto PCR DENV 2 DENV
DS P12 12 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
* Classified as virus (virome). Cut-off = 0,5%.
C
Abundancia relativa
Biblioteca_ A . Diag. N.' WEV ECHIKV MDENV ®ZIKV MHCY EHIV ESARS-Cov-2 M Outros virus . .
- BC Tipo de amostra . contigs Diag. Obtido
. Presumido class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Random - Rand6mica - 0 Indetectavel
DS_P1 1 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS _P2 2 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS_P3 3 Produto PCR DENV 36 DENV
DS_P4 4 Produto PCR DENV 2 DENV
DS Ps 5 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P6 6 Produto PCR DENV 3 DENV
DS_P7 7 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS_P8 8 Produto PCR DENV 4 DENV
DS_P9 9  Produto PCR DENV 35 DENV
DS_P10 10 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS_PI1 11 Produto PCR DENV 2 DENV
DS P12 12 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
* Classified as virus (virome). Cut-off = 1,0%.
D
N N Abundancia relativa
Biblioteca_ BC Tipo de Di.ag,‘ N N WEV WCHIKV B DENV ®ZIKV EHCY WHIV MSARS-Cow-2 M Qutros wirus Diag. Obtido
Amostra amostra Presumido :;:f_s - e e - S0 Lo0% &
Rand, - Rand - 0 Indetectavel
DS_F1 1  Produto PCR DENV 0 Indetectavel
Ds_P2 2 Produto PCR DENV 5006 DENV
DS _P3 3 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS_P4 4 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS_P5 5 Produto PCR DENW ] Indetectavel
DS_P6 6 Produto PCR DENW ] Indetectavel
DS P7 7 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P8 8  Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS _P9 9  Produto PCR DENV [ Indetectavel
DS P10 10 Produto PCR DENV [ Indetectavel
Ds P11 11 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P12 12 Produto PCR DENV 0 Indetectavel

* Classified as virus (virome). Cut-off = 5.0%.

Fonte: Elaborado pela autora
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Dentre os diferentes cut-offs analisados nas contigs, a acuraria, sensibilidade e
especificidade do wfl foi de 71%, 75% e 67%, respectivamente para o cut-off de 0% (tabela
15).

Tabelal5 - Calculos de sensibilidade, especificidade e acuracia de contigs em diferentes cut-offs utilizando o
classificador taxondmico Kraken2 — dados de treinamento

Kraken2 - controles

Sumario Cut-off= 0.0% Cut-off > 0.5% Cut-off > 1,0% Cut-off > 5,0%
Total 12|  100% 12 100% 12 100% 12 100%
Sensibilidade 9 75% 58% 50% 1 8%
Especificidade 8 67% 58% 50% 1 8%
Acuracia 17 71% 14 58% 12 50% 2 8%

Fonte: Elaborado pela autora

-~
D

-~
D

Apos as analises do wfl, realizamos anélises a nivel de contigs usando o wf2. Nos dados
de treinamento testamos os cut-offs 0%, 0,5%, 1% e 5%, respectivamente de A a D (gréfico
11). Diferentemente do método anterior, foi possivel classificar apenas 7 amostras diferentes

com o cut-off de 0% e esse niimero também vai decrescendo com o aumento dos cut-offs.

Gréfico 11 - Classificacdo taxondmica das contigs pelo BLAST — dados de treinamento

A

Abundancia relativa

Biblioteca o Tipo de Diag. lej.l'gs MEV MCHIKV WDENV ®ZIKV BHCV EHIV BSARS-Cov-2 B Outros virus Diag. Obtido
Amostra amostra Presumido i
class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Random - Randoémica - 0 Indetectavel
DS P1 1 Produto PCR DENV 1 DENV
DS_P2 2 Produto PCR DENV 2 DENV
DS_P3 3  Produto PCR DENV 40 DENV
DS P4 4  Produto PCR DENV 6 DENV
DS_P5 5 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS _P6 6  Produto PCR DENV 1 DENV
DS _P7 7 Produto PCR DENV 295 DENV
DS_P8 8 Produto PCR DENV 6 DENV
DS_P9 9 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P10 10 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P11 11 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P12 12 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
* Classified as virus (virome). Cut-off = 0.0%.
B
N Abundancia relativa
Biblioteca BC Tipo de Diag comi‘ps mEV_ mCHIKY DENV _®mZIKV mHCV mHIV_mSARS-Cov-2 m Qutros virus Diag. Obtido
Amosira amostra Presumido class 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Random - Randémica - 0 Indetectavel
DS _P1 1 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P2 2  Produto PCR DENV 4] Indetectavel
DS P3 3 Produto PCR DENV 40 DENV
DS P4 A Produto PCR DENV 6 DENV
DS_P5 5 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS _P6 6 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS _P7 7  Produto PCR DENV 295 DENV
DS_P8 8  Produto PCR DENV 5 DENV
DS_P9 9 Produto PCR DENV 4] Indetectavel
DS_P10 10 Produto PCR DENV (4] Indetectavel
DS_P11 11  Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS_P12 12 Produto PCR DENV 0 Indetectavel

* Classified as virs (viroine). Cut-off = 0,5%a.
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Abundéncia relativa

Biblioteca_ BC Tipo de Diag-_ cm:]:i-gs WEV mCHIKY mDENV m7ZIKV mHCV mHIV mSARS-Cov-2 m Outros virus Diag. Obtido
Amostra amostra Presumido
class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Random - Randbémica - 0 Indetectavel
DS_P1 1 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P2 2 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS _P3 3 Produto PCR DENV 40 DENV
DS P4 4 Produto PCR DENV 6 DENV
DS PS5 5 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS_P6 6 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS _P7 7  Produto PCR DENV 295 DENV
DS_P8 8 Produto PCR DENV 5 DENV
DS P9 9  Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P10 10 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P11 11  Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P12 12 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
* Classified as virus (virome). Cut-off = 1.0%.
D
N Abundancia relativa
Biblioteca_ BC Tipo de Dlag-_ contigs WEV ECHIKV MDENV mZIKV EHCV EHIV ESARS-Cov-2 M Outros virus Diag. Obtido
Amostra amostra Presumido
class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Random - Randomica - 0 Indetectavel
DS Pl 1 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P2 2 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS_P3 3 Produto PCR DENV 40 DENV
DS P4 4 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P5 5 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P6 6 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P7 7 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P8 8  Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P9 9  Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P10 10 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS Pll1 11 Produto PCR DENV 0 Indetectavel
DS P12 12 Produto PCR DENV 0 Indetectavel

* Classified as virus (virome). Cut-off = 5,0%.

Fonte: Elaborado pela autora

Dentre os diferentes cut-offs analisados nas contigs, o cut-off de 1,0% apresentou

acuraria, sensibilidade e especificidade de 58% (tabela 16).

Tabela 16 - Célculos de sensibilidade, especificidade e acuracia de contigs em diferentes cut-offs utilizando o
classificador taxon6mico BLAST — dados de treinamento

BLAST - controles

Sumario Cut-off=0.0% Cut-off > 0.5% Cut-off > 1,0% Cut-off > 5,0%

Total 12| 100% 12| 100% 12|  100% 12| 100%
Sensibilidade 7 58% 4 33% 4 33% 1 8%
Especificidade 7 58% 4 33% 4 33% 1 8%
Acuracia 14 58% 8 33% 8 33% 2 8%

Fonte: Elaborado pela autora
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Seguindo com a andlise de nossos controles, no grafico 12, sdo representados 0s

diagndsticos obtidos da biblioteca de diluicdo seriada da OPV a partir da classificacdo

taxonémica a nivel de contigs pelo wfl e wf2, A e B, respetivamente. Concordando com 0s

resul

tados a nivel de reads, contaminacao foi possivel identificar os enterovirus presentes na

OPV até a diluicdo de 10 nas analises com o Kraken2 e BLAST.

Gréfico 12 - Classificagdo taxondmica das contigs — vacina anti pélio oral (OPV)

A

Classificagdo taxonomica das contigs do viroma em nivel de espécie pelo Kraken2 - vacina anti polio

N Abundéncia relativa
Amostras B (bode Ding. cmlti.gs WCV WCHIKV WDENV 57IKV NHCV WHIV N SARS-Cov-2 B Outros virus Diag. Obido
amostra Presumido
class. 0% 20% 40% 60% 80% 100%
1 1 Vacina (1E0) EV 6 . _____________________________________________|] EV
2 2 Vacina (1E-1) EV 4 | EV
3 3 Vacia (1E-2) EV 2 | EV
4 4 Vacina (1E-3) EV 13 ' EV
5 5 Vacina (1E-4) EV 10 | EV
6 6  Vacina (1E-5) EV 0 Indetectavel
7 7 Vacia (1E-6) EV 0 Indetectavel
* Classified as virus (virome). Cut-off = 0,0%.
B
Classificado taxonomica das contigs do viroma em nivel de espécie pelo BLAST - vacina anti polio
. _ N Abundéncia relativa
Al Amostras  BC Tipo de Dlag.. contigs BEV mCHIKY mDENV mZIKV mHCV mHIV mSARS-Cov-2 W Outros virus Diag, Obtido
amostra Presumido
class, 0% 20% 40% 60% 80% 100%

1 1 Vacina (1E0) EV 5 e [/

2 2 Vacina (1E-1) EV 4 e [/

3 3 Vacina (1E-2) EV 146 e [/

4 4 Vacina (1E-3) EV 2 e [/

5 5 Vacina (1E-4) EV 1 e [\/

o 6 6  Vacina (1E-5) EV 0 Indetectavel
7 7 Vacina (1E-6) EV 0 Indetectavel
* Classified as virus (virome). Cut-off = 0,0%.

Fonte: Elaborado pela autora

Na analise do cut-off de 0% a acurécia, sensibilidade e especificidade obtiveram os

mesmos valores nos workflows 1 e 2 (71%).

J& nas andlises das demais amostras para classificacdo taxondmica a nivel de contigs,

obtivemos 19 diagnosticos sensiveis com o wfl em um universo de 35 amostras (grafico 13).
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Gréfico 13 - Classificacdo taxondmica em nivel de espécie das contigs analisadas pelo Kraken2

Abundéncia relativa

Biblioteca_ Tipode Diag. Presumido WEV mCHIKY mDENV mZIKV mHCV mHIV mSARS-Cov-2 m Outros virus Diag Obtido

Amostra amostra contigs

0% 20% 40% 60% 80% 100%

L1 Cl 1 Cultwa CHIKV 3 — CHIKV
L1 C2 2 Culhwra DENV 1 DENV
L1 C3 3 Cultwra ZIKV 2 ZIKV
L2 Al 4 Clinica HIV 1 | HIV
L2 A2 5 Clinica HCV 47 | HCV
L3 A3 2 Clinica CHIKV 2 | CHIKV
L3 A4 3  Clinca DENV 1 | DENV
L3_AS 4 Clinica HCV 0 Indetectavel
L3 A6 5 Clinica HIV 0 Indetectavel
L3 A7 6 Clinica SARS-CoV-2 1 L] SARS-Cov-2
L3_A8 7 Clinica HCV 130 HCV
L3 C4 8 Cultwra ZIKV 126 ZIKV
L4 A9 1 Clinica CHIKV 1 | CHIKV
L4 A10 2 Clinica CHIKV 1 ] CHIKV
L4 All 3 Clinica DENV 2 | DENV
L4 AL2 4 Clinica DENV 1 | DENV
L4 A13 5 Clinica HCV 0 Indetectavel
L4 Al4 6 Clinica HCV 0 Indetectavel
L4 AIS 7 Clinica HIV 0 Indetectavel
L4 Al6 8  Clinica HIV 0 Indetectavel
L4 Al7 9 Clinica SARS-CoV-2 2 ] SARS-Cov-2
L4 AI8 10 Clinica SARS-CoV-2 3 ] SARS-Cov-2
L4 A19 11  Clinica SARS-CoV-2 5 | SARS-Cov-2
L5_A20 1 Clnica CHIKV 2 | CHIKV
L5 A2l 2 Clinica CHIKV 1 | CHIKV
L5 A2 3 Clinica DENV 1 | DENV
L5 A23 4 Clinica DENV 74 ] DENV
L5 A2 5 Clinica HCV 0 Indetectavel
L5 A25 6 Clinica HCV 0 Indetectavel
L5 A26 7 Clinica HIV 0 Indetectavel
L5 A27 8 Clinica HIV 0 Indetectavel
L5 A28 9  Clinica HIV 0 Indetectavel
L5 A29 10 Clinica HIV 0 Indetectavel
L5 A30 11 Clinica SARS-CoV-2 0 Indetectavel
L5 A3l 12 Clinica SARS-CoV-2 0 Indetectavel

* Classified as virus (virome). Cut-off = 0,0%.

Fonte: Elaborado pela autora

Os cut-offs analisados de 0% e 0,5%, apresentaram resultados de sensibilidade,

especificidade e acuracia de 54% (tabela 17).

Tabela 17 - Calculos de sensibilidade, especificidade e acuracia de contigs em diferentes cut-offs utilizando o
classificador taxondmico Kraken2

Kraken2 - gc9

Sumario Cut-off=0.0% Cut-off > 0,5% Cut-off > 1,0% Cut-off > 5,0%

Total 35| 100% 35 100% 35 100% 35 100%
Sensibilidade 19 54% 19 54% 18 51% 14 40%
Especificidade 19 54% 19 54% 18 51% 14 40%
Acuracia 38 54% 38 54% 36 51% 28 40%

Fonte: Elaborado pela autora

Em nosso segundo workflow, o BLAST, ao analisar as contigs, foi sensivel para

diagnosticar 18 amostras de 35 totais (grafico 14).
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Abundancia relativa

Biblioteca_ Tipo de Ding. Presumido WEV BCHIKV BDENV WZIKV MHCY B HIV BSARS-Cov-2 M Qutrosvius Diag. Obtido

Amostra amostra configs

0% 20% 40% 60% 100%

L1 Cl 1 Cultura CHIKV 1 ] CHIKV
L1 C2 2 Cultura DENV 1 | DENV
L1 C3 3  Cultura ZIKV 1 ZIKV
L2 Al 4 Clnica HIV 1 HIV
L2_A2 5  Clnica HCV 54 L} HCV
L3 A3 2 Clinica CHIKV 1 e CHIKV
L3_A4 3 Clnica DENV 1 DENV
L3 AS 4 Clinica HCV 0 Indetectavel
L3 A6 5 Clnica HIV 0 Indetectavel
L3 A7 6 Clinica SARS-CoV-2 2 | SARS-Cov-2
L3 A8 7 Clnica HCV 2 | HCV
L3 C4 8 Cultura ZIKV 0 Indetectavel
L4 A9 1 Clinica CHIKV 7 ] CHIKV
L4 A10 2 Clica CHIKV 14 - ] CHIKV
L4 A1l 3 Clnia DENV 2 DENV
L4 A2 4 Clnica DENV 1 DENV
L4 A13 5 Clinica HCV 0 Indetectavel
L4 Al4 6 Clnica HCV 0 Indetectavel
L4 A15 7 Clnka HIV 0 Indetectavel
L4_A16 8 Clinica HIV 0 Indetectavel
L4 A17 9 Clnica  SARS-CoV-2 1 e — SARS-Cov-2
L4 A18 10 Cloca  SARS-CoV-2 4 T — SARS-Cov-2
L4A19 11 Clika  SARS-CoV-2 3 T — SARS-Cov-2
LS A20 1 Clnica CHIKV 1 ] CHIKV
L5 A21 2 Cliica CHIKV 1 | CHIRY
L5 A22 3 Clinica DENV 0 Indetectavel
LS A 4 Cliica DENY 100 | DENV
L5 A4 5  Clnka HCV 0 Indetectavel
L5_A25 6 Clinica HCV 0 Indetectavel
L5 A26 7 Clinica HIV 0 Indetectavel
L5 A27 8 Clnka HIV 0 Indetectavel
L5 A28 9 Clinica HIV 0 Indetectavel
L5 A29 10 Clnica HIV 0 Indetectavel
L5_A30 11 Clinica SARS-CoV-2 0 Indetectavel
L5 A31 12 Clinica SARS-CoV-2 0 Indetectavel

* Classified as virus (virome). Cut-off = 0,0%.

Os cut-offs de 0% e o de 0,5%, apresentaram sensibilidade, especificidade e acuracia de 51% (tabela 18).

Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 18 - Calculos de sensibilidade, especificidade e acuracia de contigs em diferentes cut-offs utilizando o

classificador taxondmico BLAST

BLAST - qc9

Sumario Cut-off = 0.0% Cut-off > 0,5% Cut-off > 1,0% Cut-off > 5,0%
Total 35 100% 35|  100% 35 100% 35 100%
Sensibilidade 18 51% 18 51% 17 49% 14 40%
Especificidade 18 51% 18 51% 17 49% 14 40%
Acuracia 36 51% 36 51% 34 49% 28 40%

Fonte: Elaborado pela autora

Nossos resultados utilizando a ferramenta web Genome Detective para anélise de

contigs desempenhou de forma igual nos cut-offs de 0%, 0,5% e 1%. Apesar de “ruidos” de

sequenciamento, o wf3 obteve o diagndstico sensivel de 29 das 35 amostras testadas (grafico

15).
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Gréfico 15 - Classificacdo taxondmica em nivel de espécie das contigs analisadas pelo Genome Detective

Abundancia reltiva

Biblioteca_ . Tipo de Diag. Presumido ml:t];gs WEV WCHIKV BDENV WZIKV MHCY WHIV MSARS-Cov-2 M Outros virus Diag. Obtido
Amostra amostra
chss. 0% 20% 0% 60% 80% 100%
L1 Cl 1 Cultura CHIKV 2 I — CHIKV
L1cC2 2 Cultura DENV 1 Indetectivel
L1.C3 3 Cultwa ZIKV 18 CHIKV+DENV+ZIKV
L2 Al 4 Clinica HIV T —— HIV
L2 A2 5 Clinica HCV 9 HCV
13 A3 2 Clinica CHIKV g — CHIKV+ZIKV
L3 A4 3 Clnica DENV 1 DENV
L3_AS 4 Clnica HCV 28 T — DENV+HCV+SARS-Cov-2
L3 A6 5 Clinica HIV 34 DENV+ZIKV+HIV+SARS-Cov-2
L3_A7 6 Clinica SARS-CoV-2 1 — ——— SARS-Cov-2
L3 A8 7 Clinica HCV 33 DENV+ZIKV+HCV+SARS-Cov-2
L3 Cc4 8 Cultura ZIKV 33 CHIKV+DENV+ZIKV+SARS-Cov-2
L4 A9 1 Cliica CHIKV 7o — CHIKV
L4 A10 2 Clinka CHIKV 2 — s CHIKV-DENV+SARS-Cov-2
L4 All 3 Clinica DENV 30 CHIKV+DENV+ZIKV+SARS-Cov-2
L4 AL2 4 Clnica DENV 1 DENV
L4 A13 5 Clinica HCV 3 DENV
L4 Al4 6 Clinica HCV 5 HCV
L4 Al5 7 Clinica HIV 20 — DENV+HIV+SARS-Cov-2
L4 Al6 8 Clinica HIV 22 CHIKV+DENV+ZIKV+HIV
L4 A17 9  Cliica SARS-CoV-2 0 — SARS-Cov-2
L4 A18 10 Clinica SARS-CoV-2 7 SARS-Cov-2
L4 A19 11 Clinica SARS-CoV-2 5 SARS-Cov-2
15 A 1 Clinica CHIKV 1 CHIKV
L5 A21 2 Cliica CHIKV 13 CHIKV
L5 A2 3 Clnica DENV 1 DENV
L5 A3 4 Clinica DENV 1 DENV
L5 A24 5 Clinica HCV 15 DENV+SARS-Cov-2
L5 A25 6 Clinica HCV 3 HCV
L5 A2 7 Clinica HIV 3 HIV
L5 _A27 8 Clnica HIV 8 CHIKV+HIV
L5 A28 9 Clinica HIV 7 DENV+HIV
L5 A2 10 Clinica HIV 1 HIV
L5 A30 11 Clinica SARS-CoV-2 0 Indetectivel
L5 A3l 12 Clinica SARS-CoV-2 11 DENV+SARS-Cov-2

* Classified as virus (virome). Cut-off = 0,0%.

Fonte: Elaborado pela autora

Nas andlises de contigs por desse classificador taxonémico apresentou-se sensibilidade
de 83%, especificidade de 51% e acuracia de 67% nos cut-offs de 0%, 0,5% e 1% (tabela 19).

Tabela 19 - Calculos de sensibilidade, especificidade e acuracia de contigs em diferentes cut-offs utilizando o
classificador taxondmico Genome Detective
Genome Detective

Sumario Cut-off = 0.0% Cut-off >=0,5% Cut-off>=1,0% | Cut-off >=50%

Total 3Bl 100% 35 100% 35|  100% 3B 100%
Sensibilidade 29 83% 29 83% 29 83% 28 80%
Especificidade 18 51% 18 51% 18 51% 18 51%
Acuracia 47 67% 47 67% 47 67% 46 66%

Fonte: Elaborado pela autora

Para o Genome Detective, adotamos um critério de aceitar sequencias que possuiam
>10% de cobertura do genoma referéncia do virus. Tanto nas analises a nivel de reads, quanto
nas analises a nivel de contigs, o workflow 3 possui os melhores valores de acuracia,

especificidade e sensibilidade quando comparado com os dois outros workflows.-*
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5.4 TEMPO DE DIAGNOSTICO

Por fim, com todos nossos resultados, foi possivel testar diferentes parametros de
otimizacdo, coloca-los em prética e avaliar comparativamente os resultados obtidos, fornecendo
informagdes cruciais sobre o desempenho das nossas analises, limitagdes das técnicas e
possiveis melhorias. Dentre eles obtivemos uma estimativa de tempo de performance para

execucdo da metodologia proposta por esse trabalho (figura 7).

1h

Extracdo de RNA

1h

Tratamento com DNAse

25m

Sintese de cDNA — Round A 1h40m

Clean up 25m

Sintese de cDNA — Round B 2h30m

Clean up 25m

End-prep/dA-tailing 45m

Ligacdo dos barcodes 45m

Clean up 25m

Ligacdo do adaptador 20m

Clean up 25m

Preparacao da flowcell e
carregamento da biblioteca

=
o
3

Sequenciamento 1h-40h

3h-5h

Workflow de bioinformatica

TOTAL 32h-73h
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6 DISCUSSAO

Conforme publicado pela Sociedade Brasileira de Patologia Clinica estima-se que 70%
das decisdes médicas sdo baseadas em resultados de exames laboratoriais (SBPC, 2021). A
identificacdo de patdgenos em laboratorios clinicos depende majoritariamente de técnicas
tradicionais de diagndstico dependentes de cultura, sorologia e diagndstico molecular baseado
em PCR (SIMNER; MILLER; CARROLL, 2018). A “era gendmica” trouxe inimeros avangos
ao diagnostico, entre eles 0 sequenciamento do DNA, que evoluiu de uma abordagem de baixo
rendimento para plataformas altamente tecnoldgicas e de alto rendimento (MOREIRA, 2021).
O sequenciamento metagenémico permitiu uma nova compreensao da diversidade genética das
espécies virais presentes dentro e entre os individuos (MINOT et al., 2011) e pode ser a peca-
chave para diagnosticos mais precisos de doengas infecciosas, para 0 avanco da medicina de
precisao e o tratamento personalizado de pacientes (CHIU; MILLER, 2019).

Inimeros fatores podem afetar a qualidade e integridade do material genético
recuperado de uma amostra, incluindo 0 manuseio e armazenamento de amostras, extracdo de
acidos nucléicos, estratégia de sequenciamento e até mesmo o tipo de desenho do estudo
(COSTEA et al., 2017). A quantidade de material genético recuperado por extracdo de acido
nucleico é bastante variavel e a depender da amostra bioldgica, uma grande parte do DNA
gendbmico extraido pode ser o DNA hospedeiro, enquanto o DNA microbiano pode ser
responsavel por uma pequena fracdo (FOUHY et al., 2016; COSTEA et al., 2017; KNUDSEN
et al., 2016). Essa foi uma das primeiras dificuldades que encontramos ao iniciar o processo de
padronizacdo do método, nas primeiras bibliotecas realizadas a quantificacdo do material
genético na biblioteca era muito menor do que o esperado, devido a escolha das amostras e
estado de preservacdo delas (dados ndo exibidos). Optamos por testar novas amostras com
concentragdo viral superior j& conhecidas e confirmadas por algum outro método molecular.

Outro ponto importante € o uso do SISPA, ao invés dos outros primers randémicos que
sdo comumente usados em estudos de metagendmica (FROUSSARD, 1992; DJIKENG et al.,
2008; KIRZHNER et al., 2016). No SISPA temos uma amplificacdo ndo seletiva de acido
nucléico que envolve a ligacdo de um iniciador assimétrico em cada extremidade do DNA e
apos varios ciclos de desnaturacéo, anelamento e amplificacdo, quantidades minimas do DNA
inicial sdo enriquecidas e entdo sdo amplificadas (REYES; KIM, 1991). Ja os primers
randdmicos sdo oligodesoxirribonucleotideos, ndo precisam necessariamente de uma
preparagéo da sequéncia de DNA, como no caso do uso do SISPA, e numericamente gera uma

quantidade maior de sequéncias amplificadas.
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Uma dificuldade inerente da amplificacdo por SISPA, assim como outros métodos que
se utilizam de transcricdo reversa aleatoria e PCR para gerar amplicons é a probabilidade de
detectar sequencias contaminantes dentre as sequencias de interesse (DJIKENG et al., 2008).

Ao aplicar essa metodologia em uma padronizacdo da avaliagdo do viroma de amostras
clinicas, nés tivemos a presenca de diversos contaminantes, sejam eles das proprias amostras,
ambientais ou de sequenciamentos anteriores. Tentamos minimizar este problema que
enfrentamos com os artefatos de sequenciamento com solugdes de bioinformatica que incluiram
a avaliacdo do uso de filtros de qualidade e complexidade diversos, além da estratégia arbitraria
do uso de cut-offs.

Os vieses de metodologia precisam ser integrados a analise de erros pois podem
influenciar fortemente a representacdo de espécies no sequenciamento, como por exemplo, é
necessario considerar que em amostras respiratorias, os virus de RNA sdo o constituinte mais
comum (VANSPAUWEN et al., 2014), entretanto ndo sdo os unicos. De acordo com 0 nosso
pipeline a etapa de tratamento com DNAse e a estruturacdo das etapas dessa metodologia
impossibilitou o diagndstico em amostras contendo virus de DNA, como o citomegalovirus e o
virus causador da hepatite B (dados ndo exibidos). A baixa qualidade de algumas das
sequéncias, a inexisténcia de uma abordagem padronizada Unica e a proporcdao de falsos
positivos pode representar um grande obstaculo para a metagendmica quantitativa
(DELMONT; SIMONET,; VOGEL, 2013) e todos esses fatores foram observados durante a
execucdo desse estudo.

Além da parte laboratorial, realizamos mdltiplas analises de bioinforméatica que nos
permitiu otimizar uma das etapas de maior custo computacional, o basecalling. Através dos
nossos benchmarks foi possivel reduzir cerca de 10% do tempo de andlise para 0 modelo fast e
cerca de 81% para 0 modelo hac. Também podemos observar que a utilizagdo de parametros
mais liberais, que recuperam um maior nimero de reads, ndo significa que obtivemos melhores
resultados. Comparativamente, os parametros qc7_bc2 obtiveram valores de sensibilidade,
especificidade e acuracia inferiores aos parametros de qualidade recomendados.

O maior desafio da introdugédo de uma tecnologia, como a proposta por esse estudo, em
um laboratdrio de microbiologia clinica é a analise dos dados. As bibliotecas metagendmica de
sequenciamentos de nova geracdo podem conter varios erros que diminuem a qualidade dos
dados e podem atrapalhar a interpretacdo dos dados (EDWARDS; HOLT, 2013). Dentre os
quatro workflows testados, consideramos o workflow 3 o mais de facil de ser utilizado e que
possui melhor acuracia (70%), facilitando a analise de dados e montagem de genomas virais.

O workflow 1, criado por nos, possui uma maior complexidade analitica, possuindo dois filtros
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de qualidade e complexidade, softwares para alinhamento e remocéo do genoma humano, além
de softwares para processamento e correcdo de erros das reads antes da classificagéo
taxonémica com o Kraken2. Devido a um banco de dados maior, 0 Kraken2 apresentou a
vantagem de detectar novos virus, como o0 GB-C virus em coinfec¢do com o HCV. O workflow
2 possui menos filtros que o primeiro e se utiliza de um banco de dados de sequéncias referéncia
local para analise e classificagdo taxondmica das reads utilizando o BLAST. O workflow 3
passa pelo Guppy Basecaller e Guppy Barcoder, depois disso, a plataforma virtual do Genome
Detective se encarrega das demais etapas, bem como o workflow 4, que se utiliza do Epi2ZME
para classificacdo taxondmica.

O classificador taxondmico Kraken2 virtualmente identifica mais virus que o BLAST
(CAMACHO et al., 2009; WOOD; SALZBERG, 2014), essa diferenca é ocasionada pelo fato
que o BLAST se utiliza de uma base de dados limitada a poucos genomas referéncia no NCBI.
No nosso caso, ainda mais limitado por se tratar de um banco de dados constituido localmente
com aproximadamente 1 a 10 sequéncias referéncia de cada agente viral de interesse.
Idealmente, seria necessario um maior nimero de sequéncias referéncia para que a sensibilidade
desse workflow seja aumentada, ou a utilizacdo integral de todas as sequéncias do NCBI.

O uso dos workflows 3 e 4, que possuem uma interface mais “amigavel” ao usuario
inexperiente é um artificio utilizado visando simplificar a analise de dados de bioinformatica.
Dentre esses, o workflow 3 desempenhou melhor com uma sensibilidade (74%), especificidade
(66%) e acuracia (70%) maiores do que as encontradas pelo workflow 4 em seu melhor cut-off
(1%), quando comparado aos valores de sensibilidade (66%), especificidade (49%) e acuracia
(57%) do workflow 4 em seu melhor cut-off (0,5%).

E intuitivo associar a quantidade de reads ao diagndstico correto da amostra, porém em
sequenciamentos metagendmico a quantidade de reads especificas necessarias para afirmar
com confianca o diagndstico é bastante varidvel (FREY et al., 2014). Tendo em vista essa
problematica, decidimos avaliar o desempenho do diagnostico taxonémico a nivel de contigs.
A melhor acurécia alcangada nos dados de treinamento foi de 92% para o Kraken2 e 100% para
0 BLAST nas analises a nivel de reads, em contrapartida as melhores acuracias para as analises
a nivel de contigs foram de 65% e 54%, respectivamente. J& nas analises da biblioteca de
diluicdo seriada da vacina anti pdlio, houve uma melhoria de acuréacia nos workflows 1 e 2,
subindo de 50% nas analises de reads, para 71% nas analises de contigs. Entretanto o workflow3
saiu de uma acurécia de 50% para 43%.

Ao serem analisadas, as contigs obtidas das bibliotecas sequenciadas apresentaram um

rendimento geral abaixo do esperado, ou seja, um desempenho de sensibilidade, especificidade
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e acuracia inferiores aos obtidos nas andlises a nivel de reads. Este fato pode ser justificado
pela diversidade, cobertura recuperada, nimero e natureza das reads encontradas
(MACDONALD; PARKS; BEIKO, 2012). A andlise de contigs neste trabalho se trata de uma
forma complementar de checar e validar o resultado encontrado neste estudo. Importante
ressaltar que, caso implementado numa rotina clinica, tais analises se tornam caras e demoradas,
requerendo um profissional bioinformata que saiba correlacionar tais dados e liberar o
diagnostico encontrado, portanto ndo seriam necessarias a nivel de diagndstico clinico.

Alguns estudos sugerem a existéncia de uma “zona cinza” de diagndstico (AGAPOW
etal., 2004; QUEIROZ, 2007; FUNK; OMLAND, 2003; BICKHART et al., 2021), sendo uma
area onde ndo é possivel ter total certeza do resultado encontrado. Se esta possibilidade for
aplicada a interpretacdo deste estudo, talvez ndo comprometessem nossos resultados a nivel de
reads, podendo até mesmo aumentar nossos valores de sensibilidade. Lembrando que néo
investigamos profundamente a existéncia e a interferéncia da zona cinza nesse estudo de
validacdo. Outra estratégia interessante vem sendo aplicada pela Chan Zuckerberg Biohub (CZ
Biohub) com o CZ ID, uma plataforma de metagenémica gratuita baseada em nuvem para
pesquisadores, as analises na plataforma online CZ ID visam identificar e eliminar os artefatos
de sequenciamento, bem como oferecer métricas de qualidade para os sequenciamentos
metagendmicos Illumina. Atualmente essa tecnologia ndo estd disponivel para
sequenciamentos MinlON, porém em breve pode ser adaptada e desenvolvida para tal
plataforma.

Softwares de bioinforméatica mais robustos e que possuam uma interface mais simples
de usar, como armazenamento em nuvem e analise em tempo real se tornam mais atrativos para
uma possivel implantacdo da tecnologia em outros laboratorios (WANG et al., 2021). A
reprodutibilidade da metodologia, os custos de implementacéo clinica, o valor dos custos por
teste, 0 treinamento de pessoal, a padronizacdo das metodologias e de analise de dados, 0
processo de acreditacdo diagnoéstica e busca de métodos para determinar a relevancia clinica
com diretrizes de interpretacdo para os medicos representam os maiores desafios atuais da
implementacdo da metagenémica para diagnostico de infecgdes clinicas (FORBES et al., 2018).

O sequenciamento por nanoporos, como o0 MinlON, é uma tecnologia que possui duas
vantagens principais: leituras mais longas e a capacidade de executar analises de sequéncia em
tempo real (GRENINGER et al., 2015). O MinlON permite a vigilancia gendbmica em campo e
em tempo real de doencas infecciosas emergentes (WANG et al., 2021) podendo facilitar
significativamente a deteccdo de virus (WALTER et al., 2017) e outros patdgenos de interesse

da saude publica. O MinlON tem sido usado para detectar uma variedade de virus, incluindo
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Ebola (HOENEN et al., 2016; QUICK et al., 2016), dengue (MONGAN et al., 2015), Zika
(FARIA et al., 2017; GRUBAUGH et al., 2017; QUICK et al., 2017), influenza (ECKERT et
al., 2016; WANG et al., 2015), variola bovina (KILIANSKI et al., 2015), bem como em estudos
de metagendmica ambiental e até mesmo para uso a bordo da Estacdo Espacial Internacional
(CASTRO-WALLACE et al., 2017).

Nosso trabalho propbe algumas alternativas vidveis para analises de bioinformatica em
um sequenciamento metagendmico usando o MinlON e fornece resultados criticos acerca de
um workflow para sequenciamento metagendmico de virus. E possivel dizer que este estudo
consiste na fase 1 de um projeto maior que contemplaria 3 fases, visando a validacgao dos fluxos
de trabalho e metodologias propostas. A fase um consiste em testar apenas amostras de
diagnostico conhecido e confirmado por biologia molecular. A fase dois inclui a testagem de
amostras sem diagnéstico e/ou comparacdo de desempenho com outros métodos de
sequenciamento para confirmacéo do resultado. Por fim, a fase trés consiste na coleta e testagem
de amostras clinicas em hospitais referéncias para doencas infectocontagiosas.

N&o buscamos substituir a metodologia de cultivo, sorologia e diagnostico por PCR,
mas sim complementé-las a fim de preencher a lacuna de alguns métodos tradicionais de
diagnéstico. Inicialmente nosso estudo se concentra na investigacdo do viroma, entretanto,
objetiva-se atingir a analise metagendémica ampla de diversos patdgenos, principalmente para
investigagdo de infeccdes de dificil diagnostico e vigilancia genémica ndo direcionada.

O MiInION e esses fluxos de trabalho propostos neste trabalho ainda ndo permitem um
diagnostico rapido o suficiente para um servico laboratorial de diagnosticos. Com a otimizacgéo
desses fluxos de trabalho e a melhoria da precisdo dos testes de diagnostico na pratica clinica,
acreditamos que essa tecnologia desempenhara um papel maior no diagnostico de infeccbes
num futuro proximo. Ainda sdo necessarios mais estudos como 0 nosso, visando de
padronizacéo e validacdo de técnicas e pipelines em quipamentos de sequenciamento diversos
para melhorar varios aspectos do NGS metagendmico, a fim de reduzir o tempo de resposta
diagnostica, de preparacdo da biblioteca e das execucdes nas plataformas NGS e,

concomitantemente, reduzir ainda mais 0s custos associados a essas novas tecnologias.
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7 CONCLUSOES

Novas intervengdes sdo urgentemente necessarias para auxiliar o diagnostico de
patdgenos presentes em casos complexos ou raros e na identificagdo de agentes emergentes,
uma vez que as medidas atuais ndo tém sido suficientemente eficazes. Esperamos contribuir
com o desenvolvimento de testes de diagnostico avangados que permitirdo que os médicos
diagnostiquem pacientes com doencas infecciosas na fase inicial da doenca e deem suporte a
decisdo em relacdo ao inicio precoce de tratamentos especificos, a fim de prevenir a progressdo
para formas graves da doenga e mortalidade.

Os resultados deste estudo demonstram que a utilizacdo de uma metodologia de NGS
metagendmica possibilita o diagndstico acurado de patdgenos virais de importancia clinica. O
MinlON foi capaz de gerar dados das sequencias das amostras para a realizacdo da analise do
viroma e diagndstico de infecgBes virais com acurécia. Avangos nessa metodologia podem
reduzir custos e poderdo possibilitar viabilizar sua utilizagdo na rotina de diagnéstico, com a

vantagem de permitir a vigilancia e descoberta de agentes emergentes.
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Apéndice A - Checagem das flowcells e controle de corrida.

If\llgvrccéjl?: Codigo pol\rl(l)Jsm ait;jveos (-Ij-ae I1;TI](F)JV(\J/cdeeIIu(?g Total de reads
1 FANO01632 |1.315 10,00 700

2 FAM97448 |1.743 48,00 645282
3 FAM97324 |1.413 10,00 23000

4 FAM96095 |1.588 1,00 135

5 FAM97841 |1.212 1,30 365

6 FAM95086 |1.418 24,00 2000

7 FAM97824 |1.498 22,00 2100

8 FAM97777 |1.100 1,30 300840
9 FAM94927 |1.393 0,13 35

10 FAM94813 |1.314 0,20 0

11 FAM96139 |1.415 0,13 3

12 FAM95140 |1.200 0,22 1200

13 FAM94926 |1.496 24,00 5520000
14 FANO03236 |1.329 24,00 50000
15 FAM97860 |1531 38,00 1800000
16 FAM97720 |1.654 37,00 55420
17 FAM97389 |1.672 40,00 4900000
18 FAMO97443 |1.547 43,00 2500000
19 FAM94928 |1.519 16,00 392000
20 FAM94815 |716 24,00 257000
21 FAMO97387 |1.685 23,00 1200000
22 FANO01632 |684 25,00 679000
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Apéndice B — Workflow base
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Anexo A: Arquivos de configuracdo do Guppy Basecaller dna_r9.4.1_450bps_fast.cfg

# Basic configuration file for ONT Guppy Basecaller software.

# Data trimming.

trim_strategy =dna
trim_threshold =25
trim_min_events =3

# Basecalling.

model_file =template_r9.4.1 450bps_fast.jsn
chunk_size = 2000
gpu_runners_per_device =8
chunks_per_runner =160
chunks_per_caller =10000
overlap =50
gscore_offset =-0.8012
gscore_scale =0.8476
builtin_scripts =1
beam_width =32

noisiest_section_scaling_max_size = 8000

# Calibration strand detection

calib_reference = lambda_3. 6kb.fasta
calib_min_sequence_length = 3000
calib_max_sequence_length =3800

calib_min_coverage =0.6

# Output.

records_per_fastq = 4000

min_gscore =8.0

# Telemetry

ping_url = https://ping.oxfordnanoportal.com/basecall
ping_segment_duration =60

dna_r9.4.1 450bps_hac.cfg
# Basic configuration file for ONT Guppy Basecaller software.

# Compatibility

compatible_flowcells = FLO-FLG001, FLO-FLGOP1, FLO-MIN106

compatible_kits = SQK-CAS109, SQK-CS9109, SQK-DCS108, SQK-DCS109, SQK-LRK001,SQK-
LSK108,SQK-LSK109,SQK-LSK109-XL,SQK-LSK110,SQK-LSK110-XL,SQK-LWP001,SQK-
PCS108,SQK-PCS109,SQK-PCS110,SQK-PRC109,SQK-PSK004,SQK-RAD002,SQK-
RADO003,SQK-RAD004,SQK-RAS201,SQK-RLI001,SQK-ULKO001,VSK-VBK001,VSK-
VSK001,VSK-VSK002,VSK-VSK003compatible_kits_with_barcoding =OND-SQK-
LP0096M,OND-SQK-LP0096MA,OND-SQK-LP0096S,0ND-SQK-LP0768L,0OND-SQK-
LP1152S,0ND-SQK-LP9216,0ND-SQK-RP0096M,OND-SQK-RPO096MA,OND-SQK-
RP0384L,SQK-165024,SQK-NBD110-24,SQK-NBD110-96,SQK-PCB109,SQK-PCB110,SQK-
RBKO001,SQK-RBK004,SQK-RBK110-96,SQK-RLB001,SQK-LWB001,SQK-PBK004,SQK-
RAB201,SQK-RAB204,SQK-RPB004,VSK-PTCO001,VSK-VMKO001,VSK-VMKO002,VSK-VMKO003

# Data trimming.



trim_strategy =dna
trim_threshold =25
trim_min_events =3

# Basecalling.

model_file =template_r9.4.1 450bps_hac.jsn
chunk_size = 2000
gpu_runners_per_device =4
chunks_per_runner = 256
chunks_per_caller =10000
overlap =50
gscore_offset =-0.1721
gscore_scale =0.9356

dna_r9.4.1 450bps_sup.cfg
# Basic configuration file for ONT Guppy Basecaller software.

# Data trimming.

trim_strategy =dna
trim_threshold =25
trim_min_events =3

# Basecalling.

model_file = template_r9.4.1_450bps_sup.jsn
chunk_size = 1000
gpu_runners_per_device =12
chunks_per_runner =256
chunks_per_caller = 10000
overlap =100
gscore_offset =0.3498
gscore_scale =0.9722
builtin_scripts =1
beam_cut =100.0
beam_width =32

noisiest_section_scaling_max_size = 8000

# Calibration strand detection

calib_reference = lambda_3. 6kb.fasta
calib_min_sequence_length = 3000
calib_max_sequence_length =3800
calib_min_coverage =0.6

# Output.

records_per_fastq = 4000

min_gscore =10.0

# Telemetry

ping_url = https://ping.oxfordnanoportal.com/basecall
ping_segment_duration =60

builtin_scripts =1

beam_width =32

noisiest_section_scaling_max_size = 8000
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# Calibration strand detection

calib_reference = lambda_3. 6kb.fasta
calib_min_sequence_length = 3000
calib_max_sequence_length =3800

calib_min_coverage =0.6

# Output.

records_per_fastq = 4000

min_gscore =9.0

# Telemetry

ping_url = https://ping.oxfordnanoportal.com/basecall

ping_segment_duration =60
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Anexo B: Lista de sequéncias referéncia
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N° Familia ACC TAX_ID TAX_NAME
1 |Caliciviridae NC 029645 | 340017 Norovirus GllI
2 | Caliciviridae NC 039475 | 552592 Norovirus GII.17
3 | Caliciviridae NC_039476 | 490039 Norovirus GIlI.2
4 | Caliciviridae NC 039477 | 122929 Norovirus Gl
5 |Caliciviridae NC_040876 | 122929 Norovirus GlI
6 | Caliciviridae NC 044045|1529918 | Norovirus GlI
7 | Caliciviridae NC 044046|1529924 | Norovirus GlI
8 |Caliciviridae NC_044932|122929 Norovirus GlI
9 |Caliciviridae NC 001959 | 122928 Norovirus Gl
10 |Caliciviridae NC 039897|1529909 |Norovirus Gl
11 |Caliciviridae NC 044853 | 122928 Norovirus Gl
12 | Caliciviridae NC_044854 | 122928 Norovirus Gl
13 |Caliciviridae NC 044856 | 122928 Norovirus Gl
14 | Caliciviridae NC 029647 | 262897 Norovirus GIV
15 |Caliciviridae NC_044855 | 262897 Norovirus GIV
16 |Caliciviridae NC 045762 | 262897 Norovirus GIV
17 | Caliciviridae NC 008311|1246677 |Norovirus GV

N 2697049 Severe Acute Respiratory Syndrome

18 | Coronaviridae NC 045512 coronavirus 2

19 |Flaviviridae FJ850094 |11069 Dengue virus 3
20 |Flaviviridae GU131872 |11069 Dengue virus 3
21 |Flaviviridae GU131873 | 11069 Dengue virus 3
22 | Flaviviridae GU131874 |11069 Dengue virus 3
23 |Flaviviridae GU131875 |11069 Dengue virus 3
24 | Flaviviridae GU131876 |11069 Dengue virus 3
25 |Flaviviridae GU131877 |11069 Dengue virus 3
26 |Flaviviridae GU131878 |11069 Dengue virus 3
27 |Flaviviridae JF808120 |11069 Dengue virus 3
28 | Flaviviridae JF808121 |11069 Dengue virus 3
29 |Flaviviridae JX286519 |11060 Dengue virus 2
30 |Flaviviridae JX286521 |11060 Dengue virus 2
31 |Flaviviridae KP188541 |11053 Dengue virus 1
32 |Flaviviridae KP188542 |11053 Dengue virus 1
33 | Flaviviridae KP188543 |11053 Dengue virus 1
34 |Flaviviridae KP188544 |11053 Dengue virus 1
35 |Flaviviridae KP188545 |11053 Dengue virus 1
36 |Flaviviridae KP188546 |11053 Dengue virus 1
37 |Flaviviridae KP188547 |11053 Dengue virus 1
38 |Flaviviridae KP188548 |11053 Dengue virus 1
39 |Flaviviridae KP188551 |11060 Dengue virus 2
40 |Flaviviridae KP188552 |11060 Dengue virus 2




94

41 |Flaviviridae KP188553 |11060 Dengue virus 2

42 | Flaviviridae KP188554 |11060 Dengue virus 2

43 | Flaviviridae KP188555 |11060 Dengue virus 2

44 | Flaviviridae KP188556 |11060 Dengue virus 2

45 | Flaviviridae KP188558 |11070 Dengue virus 4

46 | Flaviviridae KP188559 |11070 Dengue virus 4

47 | Flaviviridae KP188560 |11070 Dengue virus 4

48 | Flaviviridae KP188561 |11070 Dengue virus 4

49 | Flaviviridae KP188562 |11070 Dengue virus 4

50 |Flaviviridae KP188563 |11070 Dengue virus 4

51 |Flaviviridae KP188564 |11070 Dengue virus 4

52 |Flaviviridae KP188565 |11070 Dengue virus 4

53 |Flaviviridae KP188566 |11070 Dengue virus 4

54 | Flaviviridae KP188567 |11053 Dengue virus 1

55 |Flaviviridae KP188568 |11053 Dengue virus 1

56 |Flaviviridae KP188569 |11060 Dengue virus 2

57 |Flaviviridae KU513441 |11070 Dengue virus 4

58 |Flaviviridae MN239505 |11060 Dengue virus 2

59 |Flaviviridae NC 00143711072 Japanese encephalitis virus
60 |Flaviviridae NC 00147411060 Dengue virus 2

61 |Flaviviridae NC_001475]11069 Dengue virus 3

62 |Flaviviridae NC 00147711053 Dengue virus 1

63 | Flaviviridae NC_001563 | 11082 West Nile virus

64 | Flaviviridae NC 002031 ]11089 Yellow Fever virus

65 |Flaviviridae NC 00264011070 Dengue virus 4

66 |Flaviviridae NC 007580 | 11080 Saint Louis Encephalitis virus
67 |Flaviviridae NC_009028 | 59563 Ilheus virus

68 | Flaviviridae NC_009942 11082 West Nile virus

69 |Flaviviridae NC 012532 |64320 Zika virus

70 |Flaviviridae NC 035889 | 64320 Zika virus

71 |Flaviviridae NC_040776 | 64315 Rocio virus

72 | Hepeviridae AF082843 [2848127 | Swine hepatitis E virus

73 | Hepeviridae EF077630 |1678143 |Orthohepevirus A

74 | Hepeviridae M73218 1678143 | Orthohepevirus A

75 | Hepeviridae M74506 2773468 | Human hepatitis E virus genotype 2a
76 | Herpesviridae NC 001348 |10335 Human alphaherpesvirus 3
77 | Herpesviridae NC 001798 |10310 Human alphaherpesvirus 2
78 | Herpesviridae NC 001806 | 10298 Human alphaherpesvirus 1
79 | Paramyxoviridae | NC 002200 | 2560602 | Mumps orthorubulavirus
80 |Picornaviridae |KF537633 |12080 Human poliovirus 1

81 |Picornaviridae |KU763188 |12086 Human poliovirus 3

82 |Picornaviridae |AY184219 |12080 Human poliovirus 1

83 |Picornaviridae |AY184220 |12083 Human poliovirus 2

84 |Picornaviridae |AY184221 |12086 Human poliovirus 3

85 |Picornaviridae | MH484164 | 1295563 | Enterovirus C99
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86 |Picornaviridae | MH484165 | 325445 Enterovirus C96
87 |Picornaviridae | MH484166 |1295563 |Enterovirus C99
88 |Picornaviridae | MK069966 |200154 Enterovirus B73
89 |Picornaviridae | MK689070 |47512 Echovirus E29
90 |Picornaviridae | MK689071 1295563 | Enterovirus C99
91 |Picornaviridae |NC_ 001430138951 Enterovirus D

92 |Picornaviridae |NC 001612138948 Enterovirus A

93 |Picornaviridae |NC 001859 | 12064 Enterovirus E

94 |Picornaviridae | NC_ 002058 | 138950 Enterovirus C

95 |Picornaviridae | NC_003988 | 310907 Enterovirus H

96 |Picornaviridae | NC 00444164141 Porcine enterovirus 9
97 |Picornaviridae |NC 0212201330520 |Enterovirus F

98 |Picornaviridae |NC 030454 |2760809 |Enterovirus A114
99 |Picornaviridae |NC 038306 | 33757 Coxsackievirus A2
100 | Picornaviridae | NC 038307 | 12072 Coxsackievirus B3
101 | Picornaviridae | NC 038309 | 442851 Simian enterovirus SV4
102 | Picornaviridae | NC 038311 |573824 Rhinovirus Al
103 | Picornaviridae | NC 038312 |44130 Rhinovirus B3
104 | Picornaviridae | NC 038878 |992230 Human rhinovirus
105 | Reoviridae NC_007547 | 36427 Rotavirus C

106 | Reoviridae NC_007546 | 36427 Rotavirus C

107 |Reoviridae NC 007572 | 36427 Rotavirus C

108 | Reoviridae NC_007574 | 36427 Rotavirus C

109 | Reoviridae NC_007570 | 36427 Rotavirus C

110 |Reoviridae NC 007543 | 36427 Rotavirus C

111 | Reoviridae NC_007544 | 36427 Rotavirus C

112 |Reoviridae NC 007571 | 36427 Rotavirus C

113 | Reoviridae NC_007545 | 36427 Rotavirus C

114 |Reoviridae NC_007569 | 36427 Rotavirus C

115 |Reoviridae NC 007573 | 36427 Rotavirus C

116 | Reoviridae NC_011507 | 28875 Rotavirus A

117 |Reoviridae NC 011506 | 28875 Rotavirus A

118 | Reoviridae NC_011508 | 28875 Rotavirus A

119 |Reoviridae NC 011510 |28875 Rotavirus A

120 | Reoviridae NC_011500 | 28875 Rotavirus A

121 | Reoviridae NC_011509 | 28875 Rotavirus A

122 |Reoviridae NC 011501 | 28875 Rotavirus A

123 | Reoviridae NC 011502 | 28875 Rotavirus A

124 | Reoviridae NC 011503 | 28875 Rotavirus A

125 | Reoviridae NC 011504 | 28875 Rotavirus A

126 | Reoviridae NC 011505 | 28875 Rotavirus A

127 |Reoviridae NC 021541 |10942 Human rotavirus B
128 | Reoviridae NC_021545|10942 Human rotavirus B
129 | Reoviridae NC 021551 | 10942 Human rotavirus B
130 | Reoviridae NC 02154310942 Human rotavirus B
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131 |Reoviridae NC 021546 | 10942 Human rotavirus B

132 | Reoviridae NC_021544 10942 Human rotavirus B

133 | Reoviridae NC 021547 10942 Human rotavirus B

134 | Reoviridae NC_021548 | 10942 Human rotavirus B

135 | Reoviridae NC 02154210942 Human rotavirus B

136 | Reoviridae NC 021550 | 10942 Human rotavirus B

137 | Reoviridae NC_021549 | 10942 Human rotavirus B

138 | Retroviridae NC 001436 |11908 Human T-cell leukemia virus type |
139 | Retroviridae NC 00172211709 Human immunodeficiency virus 2
140 | Retroviridae NC 001802 |11676 Human immunodeficiency virus 1
141 | Retroviridae NC 011800 |318279 Human T-lymphotropic virus 4
142 | Togaviridae KP003813 |[37124 Chikungunya virus

143 | Togaviridae NC 004162 |37124 Chikungunya virus

144 | Togaviridae NC_001547 | 11034 Sindbis virus

145 | Togaviridae NC 00341759301 Mayaro virus

146 | Hepadnaviridae | X02763 10407 Hepatitis B virus

147 | Hepadnaviridae | D00330 106821 Hepatitis B virus

148 | Hepadnaviridae |AY123041 |2764122 | Hepatitis B virus

149 | Hepadnaviridae |V01460 10407 Hepatitis B virus

150 | Hepadnaviridae | X75657 10407 Hepatitis B virus

151 | Hepadnaviridae | X69798 10407 Hepatitis B virus

152 | Hepadnaviridae |AF160501 |10407 Hepatitis B virus

153 | Hepadnaviridae |AY090454 |2847141 | Hepatitis B virus

154 | Flaviviridae M62321 2847144 | Hepacivirus C

155 | Flaviviridae D90208 11103 Hepacivirus C

156 | Flaviviridae D00944 11103 Hepacivirus C

157 | Flaviviridae D10988 11103 Hepacivirus C

158 | Flaviviridae D17763 356415 Hepacivirus C

159 |Flaviviridae D49374 357355 Hepacivirus C

160 |Flaviviridae Y11604 356418 Hepacivirus C

161 | Flaviviridae Y13184 356419 Hepacivirus C

162 | Flaviviridae Y 12083 356420 Hepacivirus C

163 | Flaviviridae EF108306 |1544902 |Hepacivirus C

164 |Flaviviridae MH590698 | 11103 Hepacivirus C

165 | Flaviviridae NC 001710 |54290 GB virus C




