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Viral Surveillance
Panel v2

Secuenciacion del genoma
completo optimizada para
la vigilancia e investigacion
viricas de alto riesgo

» El panel ampliado proporciona cobertura
de aproximadamente 200 virus, incluidos
los preocupantes para la salud publica.'®

« Elenriquecimiento de captura hibrida se adapta
a los patégenos viricos de ARN y ADN.

« Elflujo de trabajo integrado admite una amplia
gama de tipos de muestras medioambientales
y de huéspedes.’
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VIRAL SURVEILLANCE PANEL V2

ldentificacion de virus de alto
impacto para vigilancia en la
sanidad publica

La vigilancia del genoma virico desempefia un papel
fundamental en la seguridad sanitaria global al
proporcionar informacion valiosa sobre la evolucion,

la propagacion y el comportamiento de los patdgenos.
El andlisis de la composicion genética de los virus
mediante secuenciacion de nueva generacion (NGS,
next-generation sequencing) permite a los cientificos
realizar un seguimiento de las mutaciones que pueden
afectar a la transmisibilidad, la virulencia o la resistencia
al tratamiento.® Esta informacion es crucial para
disefiar pruebas diagndsticas, tratamientos y vacunas
eficaces para combatir las enfermedades infecciosas
emergentes.

Viral Surveillance Panel v2 de lllumina es un panel de
NGS que permite la deteccion y secuenciacion del
genoma completo (WGS, whole-genome sequencing)

de aproximadamente 200 virus (lista completa disponible
aqui), incluidos los virus identificados como riesgos
importantes para la salud publica'® (tabla 1). El panel
utiliza un flujo de trabajo de enriquecimiento de objetivos
de captura hibrida que permite la secuenciacion de
varios tipos de muestras sin la gran profundidad de
lectura requerida por la secuenciacion metagenémica
indiscriminada. En comparacién con otros métodos

de resecuenciacion selectiva, como la secuenciacion

de amplicones, la captura hibrida proporciona una
cobertura mas uniforme a través de los genomas

viricos, y una mayor capacidad para identificar
mutaciones y secuencias divergentes, 1o que hace que
Viral Surveillance Panel v2 sea ideal para la vigilancia

de brotes y la supervisién de variantes.

Preparacion y

Preparacion >

de muestras

. o : . > Secuenciacion
enriquecimiento de librerias

Flujo de trabajo de NGS
optimizado

El flujo de trabajo de Viral Surveillance Panel v2
enriquece los genomas viricos de una serie de tipos

de muestras, incluidas aguas residuales, suero, plasma,
lesiones cutaneas e hisopos nasofaringeos.” Las librerias
se preparan a partir de ARN o ADN extraido de muestras
del huésped o del entorno, se secuencian en un sistema
de secuenciacion de sobremesa de lllumina y se analizan
con la aplicacion DRAGEN™ Microbial Enrichment Plus
disponible en BaseSpace™ Sequence Hub. Los pasos

de preparacion y secuenciacion de librerias se pueden
realizar en dos dias con un tiempo de participacion
activa minimo’ (figura 1).

Preparacion de librerias

El flujo de trabajo de preparacion de librerias

de Viral Surveillance Panel v2 consta de pasos

de preenriquecimiento y enriquecimiento.

El preenriquecimiento genera cientos de miles

de librerfas no especificas que se enriquecen con
sondas Viral Surveillance Panel v2 mediante un
enfoque de captura hibrida. El enriquecimiento con
tagmentacion en bolas ofrece un flujo de trabajo
rapido y compatible con la automatizacion que se
puede realizar en aproximadamente dos dias con un
tiempo de participacién activa minimo. El protocolo
admite cantidades de aporte de muestras que oscilan
entre 10 ng y 100 ng de &cido nucleico total y admite
la multiplexacion de hasta 384 muestras en un
experimento unico.

> Andlisis de datos

it =t

ARN/ADN total extraido
de muestras

Viral Surveillance Panel v2
(~9h)

S

pes

Sistema de secuenciacion
de sobremesa de lllumina

Aplicacion DRAGEN Microbial
Enrichment Plus en
BaseSpace Sequence Hub

Tiempo total de flujo de trabajo ~2 dias

Figura 1: Flujo de trabajo de Viral Surveillance Panel v2. En un flujo de trabajo optimizado y completo, las librerias se preparan a partir
de muestras del entorno o del huésped, se secuencian en un sistema de secuenciacion de lllumina y se analizan con la aplicacion
DRAGEN Microbial Enrichment Plus para la deteccion virica, la generacion por consenso del genoma completo, la asignacién de lecturas
a las mejores mutaciones viricas y la caracterizacion de cepas. El tiempo de secuenciacion varia segun la profundidad de lectura de la

muestra y el sistema de secuenciacion que se use.
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Tabla 1: Virus clave de alto riesgo incluidos en Viral Surveillance Panel v2

Virus adenoasociado 2

Adenovirus humano A-G

Virus Mayaro

Virus Sabia

Virus Aichi 1

Bocavirus humano

Virus del sarampion

Salivirus A

Virus de Aigai

Coronavirus humano

Virus Menangle

Flebovirus siciliano

Virus Bombali

Citomegalovirus humano

Coronavirus del sindrome
respiratorio de Oriente
Medio

Sapovirus

Virus Bourbon

Virus de la inmunodeficiencia
humana de tipo 1/2

Virus de la viruela simica

Coronavirus relacionado con
el sindrome respiratorio agudo
grave

Virus Cache Valley

Metapneumovirus humano

Virus de las paperas

Coronavirus relacionado con
el sindrome respiratorio agudo
grave 2

Virus de la encefalitis
californiana

Virus del papiloma humano

Virus de la encefalitis
de Murray Valley

Virus del bosque Semliki

Virus Chapare

Virus paragripal humano 1-4

Virus Nipah

Virus del sindrome de
trombocitopenia febril grave

Virus chikungufa

Parecovirus humano

Norovirus

Virus Sindbis

Virus de la fiebre por
garrapatas de Colorado

Parvovirus humano B19

Virus de la fiebre
hemorragica de Omsk

Virus de la liebre americana

Virus de Coxsackie A/B

Virus de la gripe A-C

Virus Onyong-nyong

Virus Sosuga

Virus de la fiebre hemorrégica
de Crimea-Congo

Virus de Jamestown Canyon

Virus del Oropouche

Virus de la encefalitis
de St. Louis

Virus del dengue 1-4

Virus de la encefalitis japonesa

Poliovirus

Virus de la garrapata
de Tacheng 2

Virus del Ebola

Virus Junin

Poliomavirus

Virus Tahyna

Virus ECHO

Virus de la enfermedad
de la selva de Kyasanur

Virus de Powassan

Virus de la encefalitis
transmitida por garrapatas

Enterovirus A-D

Virus de La Crosse

Virus Punta Toro

Virus Torque Teno

Virus de Epstein-Barr

Virus de Lassa

Virus de la rabia

Virus de Toscana

Virus de la encefalitis equina

Virus Lloviu

Virus de Ravn

Virus Usutu

Virus Guanarito

Virus Lujo

Virus respiratorio sincicial
A/B

Virus de la varicela-zéster

Hantavirus

Virus de la coriomeningitis
linfocitica

Rhinovirus A-C

Virus variola

Virus Heartland

Lisavirus

Virus de la fiebre del Valle
del Rift

Virus del Nilo Occidental

Henipavirus

Virus Machupo

Virus del rio Ross

Virus de la fiebre amarilla

Virus de la hepatitis A-E

Mamastrovirus

Rotavirus A/B/C/H

Virus de Zika

Virus del herpes simple 1/2

Virus de Marburgo

Virus de la rubéola

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.
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Secuenciacion

Los requisitos de menor profundidad de lectura

para las librerias enriquecidas con Viral Surveillance
Panel v2 permiten multiples opciones de sistemas de
secuenciacion, incluidos MiniSeq™ System, MiSeq™
System, NextSeqg™ 550 System, NextSeq 1000 System

y NextSeq 2000 System. La titulacién del virus, la
calidad de la muestra de &cido nucleico, la profundidad
de lectura de la muestra y el nimero de lecturas por
muestra influyen en el numero de lecturas especificas
del virus y en la cobertura de la secuencia obtenida.

La recomendacion general de profundidad de lectura de
secuenciacién para muestras de buena calidad es de un
minimo de 2 millones de lecturas totales por muestra con
una longitud de lectura de 2 x 150 pb. La profundidad de
lectura de muestra recomendada también varia segun el
tipo de muestra. En el caso de muestras mas complejas,
como las aguas residuales, se recomienda un minimo
de 8 millones de lecturas totales por muestra. Se espera
que se produzcan lecturas no objetivo abundantes

si hay otros acidos nucleicos microbianos presentes,
como las de bacterias que se encuentran en tipos de
muestras complejas.

Analisis de datos

Los datos generados con Viral Surveillance Panel v2
se analizan con la aplicacién DRAGEN Microbial
Enrichment Plus, disponible en BaseSpace Sequence
Hub. Este proceso de analisis, de facil uso, proporciona
control de calidad de muestras, alineacion guiada por
referencia con una amplia base de datos de genoma
virico seleccionada, llamada de variantes, generacion
de secuencias de consenso del genoma virico,
prediccion de resistencia antivirica para virus de la
gripe A/B, opciones de generacion de informes flexibles
e integracion con Pangolin y Nextclade para una
asignacion filogenética adicional de virus compatibles.

Rendimiento

Enriquecimiento de objetivos

En comparacién con la secuenciacion metagendmica
indiscriminada, en la que se secuencian todos los ARN
o ADN, la captura hibrida selectiva utilizada por Viral
Surveillance Panel v2 reduce al minimo la secuenciacion
innecesaria de los microbios huéspedes y no objetivo,
lo que reduce los costes y permite una amplia
secuenciacién de los genomas viricos en los sistemas
de secuenciacion de referencia.”

Para evaluar el rendimiento del Viral Surveillance Panel v2,
las muestras viricas multidiana se confeccionaron con
diferentes numeros de copias en presencia de un alto
fondo de ARN (10 ng) y ADN (10 ng) humanos (tabla 2).
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La recuperacion del genoma virico mediante
enriquecimiento con Viral Surveillance Panel v2

se compard con la secuenciacion metagendmica
indiscriminada sin enriquecimiento. Viral Surveillance
Panel v2 demostrd una recuperacion del genoma virico
superior a partir de muestras artificiales multidiana

en comparacion con la secuenciacion metagendomica
indiscriminada (figura 2). Utilizando el método Viral
Surveillance Panel v2, se recuperd, de media, el 99,1 %
del genoma del adenovirus humano Ey el 99,4 %

del genoma del virus de la gripe A (H3N2), en seis
réplicas con 1000 copias del genoma por reaccion
(figura 2A, 2C). La secuenciacion metagenomica
indiscriminada demostré una cobertura del genoma
significativamente menor para la misma titulacién virica.
En réplicas con 1000 copias del genoma por reaccion,
se recuperd de media solo el 1,9 % del genoma del
adenovirus humano E y el 0 % del genoma del virus

de la gripe A (H3N2) (figura 2B, 2D).

Tabla 2: Material de control virico cuantitativo
utilizado para evaluar el rendimiento de Viral
Surveillance Panel v2

Material
Cepa de N.° de
) de control Proveedor .
referencia . catalogo
virico

: ADN

jdenovinis Umano. - gensmico ATCC  VR-1572DG
$cep cuantitativo

Virus de la gripe A ARN
(H3N2), cepa A/ gendmico ATCC VR-1882DQ

Wisconsin/15/2009 cuantitativo

Muestras de restos clinicos

El flujo de trabajo flexible de Viral Surveillance Panel v2
admite ARN, ADN y acido nucleico total extraido de
multiples tipos de muestras clinicas, incluidos plasma,
suero, lesiones cutaneas e hisopos nasofaringeos.

Al reducir la proporcién de lecturas del huésped
secuenciadas y enriquecer las lecturas viricas selectivas,
Viral Surveillance Panel v2 muestra una mayor
cobertura del genoma virico y una mayor mediana de la
profundidad de cobertura. Para evaluar el rendimiento
de Viral Surveillance Panel v2 se utilizaron muestras

de restos clinicos con virus preidentificados (tabla 3).
Todas las muestras de restos clinicos enriquecidas con
Viral Surveillance Panel v2 demostraron una mayor
sensibilidad de deteccién virica en diferentes virus
(con la excepcion del virus de la inmunodeficiencia
humana 1) y tipos de muestras, en comparacion con la
secuenciacion metagendmica indiscriminada (figura 3).
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Viral Surveillance Panel v2 Metagenomica indiscriminada
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Figura 2: Recuentos de lecturas y ganancias de cobertura del genoma virico mediante Viral Surveillance Panel v2. Rendimiento de
Viral Surveillance Panel v2 y la secuenciacién indiscriminada sin enriquecimiento en comparacion con muestras artificiales multidiana
disponibles en el mercado. (A) Adenovirus humano 4 (cepa RI-67) enriquecido con Viral Surveillance Panel v2, (B) Adenovirus humano 4
(cepa RI-67) secuenciado por metagendmica indiscriminada sin enriquecimiento, (C) Virus de la gripe A (H3N2) enriquecido con

Viral Surveillance Panel v2, (D) Virus de la gripe A (H3N2) secuenciado por metagendmica indiscriminada sin enriquecimiento.

Se secuenciaron seis réplicas a 1000 copias/nivel de reaccién de cada muestra artificial en NextSeq 550 System con celdas de

flujo de alta productividad. Los datos de secuenciacion se normalizaron a un total de 2 millones de lecturas.

Tabla 3: Muestras de restos clinicos utilizadas para evaluar el rendimiento de Viral Surveillance Panel v2

. . e . . - Aporte de
Virus preidentificado Tipo de muestra Kit de extraccion P

muestras
Virus del herpes simple 1 Lesion cuténea ZymoBIOMICS DNA/RNA Miniprep Acido nucleico total
Virus del herpes simple 2 Lesion cuténea ZymoBIOMICS DNA/RNA Miniprep Acido nucleico total
Virus de la m‘munodeﬂmenua Plasma/suero MagMAX Microbiome UltraNucleic Acid Isolation Kit DNA, RNA
humana de tipo 1
Virus del dengue Suero QIAmp Viral RNA Kit ARN
Virus respiratorio sincitial Hisopo ; ]
humano A nasofaringeo QlAmp Viral RNA Kit ARN
Virus de la gripe A (H3N2) Hisopo QIAmp Viral RNA Kit ARN

nasofaringeo
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DENV HSV2

Lesién cutdnea

HSV1
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HRSV-A
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Hisopo NF
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Figura 3: Rendimiento de Viral Surveillance Panel v2 con muestras de restos clinicos. Se muestran la cobertura del genoma,

las lecturas viricas selectivas, la mediana de la profundidad y el porcentaje de lecturas humanas obtenidas mediante Viral Surveillance
Panel v2 o la secuenciacion metagenomica indiscriminada. Se secuenciaron dos o tres réplicas de seis muestras clinicas en

NextSeq 550 System con celdas de flujo de alto rendimiento. Los datos de secuenciacion se normalizaron a un total de 1 millén

de lecturas. DENV, virus del dengue; HSV1, virus del herpes simple 1; HSV2, virus del herpes simple 2; Flu A, gripe A; HRSV-A,

virus respiratorio sincicial humano A; HIV-1, virus de la inmunodeficiencia humana; NF, nasofaringeo; VSPv2, Viral Surveillance Panel v2.

Vigilancia de las aguas residuales

La vigilancia de secuencias viricas en aguas residuales
proporciona un indicador regional de la propagacion
comunitaria de patdgenos viricos, lo que da a los
profesionales de la sanidad publica informacion valiosa
para la planificacion de la respuesta.® El panel de
vigilancia virica se puede utilizar con estas muestras
para permitir la deteccién e identificacion tempranas de
genomas viricos en aguas residuales a concentraciones
mas bajas que en la secuenciacion indiscriminada
(tabla 4).

Las muestras de aguas residuales de dos centros

de recogida se recogieron y extrajeron mediante
colaboraciones con el Wisconsin State Lab of
Hygiene (WSLH) y la Colorado State University
(CSU). Se evaluaron tres muestras de cada centro

de recogida. Las librerfas preparadas a partir de estas
seis muestras de aguas residuales se secuenciaron y
normalizaron a un total de 8 millones de lecturas para
el enriquecimiento con Viral Surveillance Panel v2

0 a un total de 8 millones y 25 millones de lecturas
para la secuenciacion metagendmica indiscriminada.
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En esta comparacion se utilizé una profundidad

de secuenciacién de 8 millones de lecturas totales
porque las muestras de aguas residuales pueden
variar enormemente en complejidad y pueden
contener docenas de virus con poca abundancia.
Viral Surveillance Panel v2 demostré una mayor
sensibilidad de deteccion virica en un tipo de muestra
medioambiental compleja con una carga virica
general baja en comparacién con la secuenciacion
metagenodmica indiscriminada, incluso cuando las
lecturas totales de la secuenciaciéon metagendmica
indiscriminada se multiplicaron practicamente por seis
(tabla 4).
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Tabla 4: Principales virus detectados en las aguas residuales mediante Viral Surveillance Panel v2 o la secuenciacion
indiscriminada

8 millones de lecturas totales 25 millones de lecturas totales
. . Metagenodmica Metagendmica
Virus (cepa) viral Surveillance Panel v2 indiscriminada indiscriminada
Cobertura Recuento Cobertura Recuento Cobertura Recuento
del genoma (%)  delecturas  del genoma (%) de lecturas del genoma (%) de lecturas
Sapovirus (GII.1) 99,7 219 539 50,0 57 84,2 360
Adenovirus humano F 100 104 693 6,4 18 23,6 72
(adenovirus humano 41)
Coronavirus humano OC43
(HCoV_0C43) 98,1 23 857 0 0 10,0 26
Sapovirus (GV) 99,6 10 750 0 0 25,3 19
Adenovirus humano E 88,4 6733 0 0 0 0
Poliomavirus JC (JCPyV) 99,3 5834 0 0 0 0
Mamastrovirus 9 (MAstV9) 99,2 4959 0 0 0 0
Mamastrovirus 1 (MAstV1) 98,6 3972 7.5 5 22,0 13
Aadenoyirus humano A 811 3449 0 0 0 0
(adenovirus humano 31)
Mamastrovirus 6 (MAstV6)
[MLB] 97,2 3181 0 0 17,3 9
Norovirus (G1) 96,9 1972 0 0 0 0
Poliomavirus BK (BKPyV) 100 1522 0 0 11 4
Mamastrovirus 8 (MAstV8)
[VA2] 92,1 1208 0 0 6,1 4
Virus del papiloma
humano 59 (VPH59; riesgo 69,3 1015 0 0 0 0

elevado)

Enterovirus A
(no Virus de Coxsackie) 70,0 295 51 4 9,0 6
[Enterovirus A71]
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Resumen

Viral Surveillance Panel v2 forma parte de un flujo

de trabajo optimizado y completo para detectar

brotes viricos, vigilancia zoondtica y seguimiento de
mutaciones. El kit incluye sondas de captura hibrida
para identificar aproximadamente 200 genomas de
virus de ARN y ADN que se han designado como de
alto riesgo para la salud publica. El enriquecimiento
selectivo de captura hibrida minimiza la necesidad

de una alta profundidad de lectura de muestras al
centrarse en las secuencias objetivo, lo que reduce

los costes y aumenta el rendimiento. El flujo de trabajo
optimizado es compatible con una serie de tipos de
muestras y aplicaciones, incluidas las muestras clinicas
y la vigilancia de las aguas residuales para detectar

la presencia regional de virus. Los datos generados
con Viral Surveillance Panel v2 se pueden analizar con
la aplicacién DRAGEN Microbial Enrichment Plus en
BaseSpace Sequence Hub. Este sdlido flujo de trabajo
de NGS ofrece un excelente rendimiento de captura
virica para identificar ADN y ARN en muestras complejas,
lo que proporciona a las organizaciones de salud publica
y a los investigadores una alternativa avanzada a la
secuenciacién indiscriminada.

Mas informacion

Viral Surveillance Panel v2
Aplicacion DRAGEN Microbial Enrichment Analysis Plus
Sistemas de secuenciacion de lllumina
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Datos para realizar pedidos

Producto N.° de catalogo
it Set B (66 sampteq) sioeoes
Illumina Viral Surveillance Panel v2, 20123403

Panel Only (96 samples)
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