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RESUMO

Claro IM. Em tempo real, rápida detecção e sequenciamento de arbovírus no Brasil [tese].

São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2021.

Os vírus emergentes e reemergentes transmitidos por artrópodes (arbovírus) sempre foram

uma preocupação global para a saúde humana. O Brasil é um grande país tropical que fornece

condições ideais para a existência de muitos arbovírus que são mantidos em uma ampla

variedade de ciclos zoonóticos. Nos últimos anos, o Brasil foi afetado por uma onda de graves

epidemias, vírus sobrepostos, principalmente causados pelos vírus Zika (ZIKV), dengue

(DENV), imunodeficiência humana (HIV), Ebola (EBOV), febre amarela (YFV), e

Chikungunya (CHIKV). As epidemias resultantes causaram alta morbidade, mortalidade e

custos econômicos. Além disso, há no Brasil a co-circulação de outras arboviroses

negligenciadas ou que são pouco discutidas na literatura médica que vêm sendo responsáveis

por causar pequenos surtos ou casos esporádicos em diferentes regiões do país. No entanto, a

nossa compreensão destes surtos é dificultada pelo desafio do diagnóstico laboratorial (muitas

vezes possui baixa especificidade e/ou requer o conhecimento a priori dos vírus a serem

analisados) e diagnóstico clínico (geralmente febre, dor de cabeça, dores nas articulações,

erupções cutâneas), que por si só, se sobrepõem àquelas causadas pela co-circulação dos vírus

transmitidos por artrópodes, resultando em uma disponibilidade limitada de dados de

vigilância epidemiológica. Portanto, há uma necessidade urgente de melhorar nossa

capacidade de realizar a vigilância de arbovírus a partir de amostras clínicas através de

melhores diagnósticos moleculares. Ferramentas de sequenciamento são abordagens que

podem, por sua vez, serem usadas para detectar e monitorar a diversidade de arbovírus,

identificar linhagens emergentes e controlar o potencial de introdução de novos vírus, sendo

capaz de preparar ou até mesmo prevenir novos surtos. Em 2016, o projeto ZiBRA (Zika no

Brasil Real Time Analysis) foi pioneiro de uma nova abordagem para a vigilância de

arbovírus usando uma tecnologia de sequenciamento portátil baseada em nanopores para

obtenção de genomas completos do vírus Zika em tempo real - chamada "epidemiologia

genômica". Sendo uma abordagem ainda complexa e limitada pelo número de vírus que

podem ser sequenciados simultaneamente (uma reação para cada vírus), o que aumenta muito

o custo e não permite a identificação de outros vírus que não estão sendo testados na reação,

esta opção ainda é de difícil adoção como protocolo e tecnologia de instrumento de vigilância



de rotina em laboratórios de pesquisa e saúde pública. Neste trabalho buscamos gerar novas

metodologias que possam ser utilizadas para a vigilância completa de arbovírus, incluindo um

painel de detecção e sequenciamento do genoma completo dos principais arbovírus de

importância pública e duas abordagens de sequenciamento por metagenômica para rastreio e

potencial descoberta de novos vírus. Além disso, buscamos realizar a redução do custo de

sequenciamento de arbovírus a US$ 10 por amostra e padronizar uma melhoria no fluxo de

trabalho o que acarretará na adoção desta tecnologia por pesquisadores, laboratórios de

diagnóstico e laboratórios de vigilância pública resultando em uma maior precisão na

vigilância de arboviroses com potencial de introdução e disseminação no Brasil e em outros

países e acelerar o ritmo das pesquisas sobre genética e epidemiologia de infecções por

arbovírus.

Descritores: Arbovírus; Diagnóstico; Epidemiologia; Genômica; Metagenômica;

Sequenciamento por nanoporos; RNA; Vírus; Vigilância em saúde pública; Reação em cadeia

da polimerase multiplex.



ABSTRACT

Claro IM. Real-time, rapid detection and sequencing of arboviruses in Brazil [thesis]. São

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2021.

Emerging and re-emerging viruses transmitted by arthropods (arboviruses) have always been

a global concern for human health. Brazil is a largely tropical country that provides ideal

conditions for the existence of many arboviruses that are maintained in a wide variety of

zoonotic cycles. In recent years, Brazil has been affected by a wave of serious epidemics,

overlapping viruses, mainly caused by the Zika virus (ZIKV), dengue virus (DENV), human

immunodeficiency virus (HIV), Ebola virus (EBOV), yellow fever virus (YFV), and

Chikungunya virus (CHIKV). The resulting epidemics caused high morbidity, mortality, and

economic costs. In addition, there is in Brazil the co-circulation of other arboviruses that are

neglected or that are little discussed in the medical literature, which have been responsible for

causing small outbreaks or sporadic cases in different regions of the country. However, our

understanding of these outbreaks is hampered by the challenge of laboratory diagnosis (often

has low specificity and/or requires a priori knowledge of the viruses to be analyzed) and

clinical diagnosis (generally fever, headache, joint pain, rashes), which by themselves overlap

with those caused by the co-circulation of arthropod-borne viruses, resulting in limited

availability of epidemiological surveillance data. Therefore, there is an urgent need to

improve our ability to conduct arbovirus surveillance from clinical specimens through better

molecular diagnostics. Sequencing tools are approaches that can, in turn, be used to detect and

monitor arbovirus diversity, identify emerging strains and control the potential for the

introduction of new viruses, being able to prepare or even prevent new outbreaks. In 2016, the

ZiBRA (Zika in Brazil Real-Time Analysis) project pioneered a new approach to arbovirus

surveillance using portable nanopore-based sequencing technology to obtain complete

genomes of the Zika virus in real time - called "genomic epidemiology ". Being an approach

that is still complex and limited by the number of viruses that can be sequenced

simultaneously (one reaction for each virus), which greatly increases the cost and does not

allow the identification of other viruses that are not being tested in the reaction, this option is

still difficult to be adopted as protocol and technology as a routine surveillance tool in

research and public health laboratories. In this work, we seek to generate new methodologies

that can be used for complete arbovirus surveillance, including a full genome detection and



sequencing panel of the main arboviruses of public importance and two metagenomic

sequencing approaches for screening and potential discovery of new viruses. In addition, we

seek to reduce the cost of arbovirus sequencing to US$ 10 per sample and standardize an

improvement in the workflow which will lead to the adoption of this technology by

researchers, diagnostic laboratories, and public surveillance laboratories resulting in greater

accuracy in the surveillance of arboviruses with the potential for introduction and spread in

Brazil and other countries, and accelerate the pace of research on the genetics and

epidemiology of arbovirus infections.

Descriptors: Arboviruses; Diagnosis; Epidemiology; Genomics; Metagenomics; Nanopore

sequencing; RNA; Viruses; Public health surveillance; Multiplex polymerase chain reaction.





1 INTRODUÇÃO

Os vírus emergentes e reemergentes transmitidos por artrópodes (arbovírus) sempre

foram uma preocupação para a saúde humana, especialmente em regiões tropicais e

subtropicais, estando entre os problemas de saúde pública mais importantes dentro das

doenças infecciosas. [1]

O Brasil é um grande país tropical (8.510.345,538km²) [2] que possui um

ecossistema que fornece condições ideais para a existência de muitos arbovírus, mantidos em

uma grande variedade de ciclos zoonóticos. O desmatamento, migração populacional,

ocupação desordenada das áreas urbanas e condições sanitárias precárias favorecem a

amplificação, transmissão viral, além da ampla distribuição e suscetibilidade dos insetos

vetores em todas as regiões do país [3]. De fato, mais de 200 diferentes espécies de arbovírus

foram isoladas no Brasil, e cerca de 40 delas causam doenças em humanos [4].

Inicialmente, os arbovírus foram classificados de acordo com critérios sorológicos

(classificação antigênica). Todavia, atualmente, uma base molecular é utilizada para

classificação taxonômica e, de acordo com a proposta mais recente, os arbovírus foram

classificados em quatro famílias principais: Togaviridae (gênero Alphavirus), Flaviviridae

(gênero Flavivirus), Bunyaviridae (gênero Orthobunyavirus e Phlebovirus) e Reoviridae [5-9].

Dentre as famílias com maior relevância no contexto nacional, podemos citar as famílias

Flaviviridae e Togaviridae, em que fazem parte os vírus da Dengue (DENV), Zika (ZIKV),

Febre Amarela (YFV) e Chikungunya (CHIKV), que nas últimas décadas, vêm sendo as

principais causas de infecções emergentes e reemergentes, resultantes em alta morbidade,

mortalidade e custos econômicos [10].

A transmissão do vírus Zika (ZIKV) nas Américas foi confirmada pela primeira vez

em abril de 2015 no nordeste do Brasil [11,12]. Até o ano de 2018, o Brasil teve o maior

número de casos reportados no mundo (> 300,000) [13] e também o maior número de casos

associados com microcefalia e outras deficiências em recém-nascidos (2,366 casos) [14,15].

As cepas isoladas durante o surto no Brasil foram identificadas como linhagem asiática [16].

No entanto, em estudo recente, as sequências disponíveis na plataforma National Center for

Biotechnology Information (NCBI) Nucleotide database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

entre os anos 2015-2019 foram caracterizadas em sublinhagens: Micronesia, Cambodia,

Malaysia (Linhagem Asiática) e Senegal, Nigéria e Uganda (Linhagem Africana) [17]. Além
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disso foi relatado uma inversão no perfil dos subtipos a partir do ano de 2019, com o subtipo

da Micronésia representando 89,2% das sequências disponíveis, enquanto que durante os anos

2016, 2017 e 2018, a proporção de sequências submetidas com o subtipo Camboja era maior

que 90% dos casos [17]. O estudo também identificou o surgimento de 5,4% de todas as

sequências de 2019 classificadas como linhagem africana (em janeiro e maio), isoladas em

dois estados do Brasil: Rio Grande do Sul em primatas não humanos (NHP) da espécie

Alouatta guaribe [18] e no Sudeste, do Rio de Janeiro em uma espécie de mosquito Aedes

albopictus [19].

Essas descobertas alertam para a circulação do ZIKV de linhagem africana nas

Américas em NHP e em mosquitos que não tinham sido relatados anteriormente no Brasil.

Levanta também a possibilidade de que o ZIKV tenha sido introduzido nas Américas em mais

de uma ocasião [19], apontando uma falha na vigilância epidemiológica e no mapeamento das

linhagens e sub linhagens disseminadas no país nos últimos anos.

Em 2020 foram reportados 3.692 casos prováveis de ZIKV, taxa de incidência 1,8

casos por 100 mil habitantes. Já em 2021, foram notificados 1.431 casos prováveis,

correspondendo a uma taxa de incidência de 0,7 casos por 100 mil habitantes no país (Figura

1), com 15 genomas completos disponíveis. Em relação a 2020, os dados representam uma

diminuição de 38,9% no número de casos [20].

Figura 1 - Curva epidêmica dos casos prováveis do vírus Zika, por semanas epidemiológicas de início de
sintomas, Brasil, 2020 e 2021*. Legenda: n= número; SE=Semana epidemiológica. Fonte: Sinan NET.
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O vírus Chikungunya (CHIKV) foi introduzido pela primeira vez em setembro de

2014, onde o Ministério da Saúde do Brasil confirmou casos autóctones transmitidos por

CHIKV no Estado Federal do Amapá, em Feira de Santana [21]. Estudos genômicos

revelaram o genótipo Asiático como circulante no Norte do país. Entretanto, três genomas de

amostras de Feira de Santana revelaram uma linhagem distinta, o genótipo East-Central South

African (ECSA), que teria entrado nas Américas primeiro [22,23]. Esse vírus foi importado

por um viajante de Angola, mas a sua posterior distribuição e a distinção dos genótipos

responsáveis pelos casos CHIKV no Brasil não tem sido devidamente realizada. A rápida

expansão do CHIKV, junto à severa morbidade e ao fardo econômico, faz do CHIKV um dos

arbovírus de maior importância, e uma grande ameaça à saúde global. [24]

O vírus da febre amarela é uma ameaça re-emergente que resultou em centenas de

mortes em 2017, sendo o maior observado no país por décadas, com impactos sem

precedentes na história recente da doença no país [25, 26]. O recente surto levou à ampliação

da Área Com Recomendação de Vacinação (ACRV) para todo o território nacional [27]. Após

ampla vacinação, nenhum caso foi confirmado entre julho de 2020 e janeiro de 2021 entre

125 casos humanos suspeitos notificados. No entanto, 37 casos em PNH foram confirmados

laboratorialmente no mesmo período, entre 574 notificados, concentrados nas regiões sul,

centro-oeste e sudeste do Brasil [27] (Figura 2), alertando sobre possível circulação do vírus

em artrópodes e PNH das regiões e potencial infecção em humanos não vacinados.
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Figura 2 - Distribuição das epizootias em primatas não humanos (PNH) e dos casos humanos confirmados para febre
amarela no Brasil, por município de ocorrência ou do local provável de infecção, entre julho de 2020 e janeiro de 2021.
Legenda: PNH = Primatas não humanos; Km = quilômetros. Fonte: Sinan NET.

A doença ocasionada pelo vírus da Dengue é endêmica em mais de 100 países. A

Organização Mundial da Saúde (OMS) estimou que mais de 40% da população mundial corre

risco de ser infectada pelo vírus da Dengue, sendo observado cerca de 50 a 100 milhões de

casos relatados mundialmente todos os anos [28]. No Brasil, no ano de 2016, foram

registrados 1,500.535 casos prováveis de dengue, com mais de 500 óbitos [29]. Até a semana

epidemiológica (SE) 8 de 2021 foram notificados 72.093 casos prováveis (taxa de incidência

de 34,0 casos por 100 mil habitantes) de DENV no Brasil. Em comparação com o ano de

2020, houve uma redução de 75% de casos registrados para o mesmo período analisado [30].
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Figura 3 - Curva epidêmica dos casos prováveis de dengue, por semanas epidemiológicas de início de sintomas,
Brasil, 2020 e 2021*. Legenda: SE = Semana epidemiológica. Fonte: Sinan NET

No entanto, atualmente o Brasil enfrenta uma pandemia da doença de coronavírus

2019 (COVID-19) desde fevereiro de 2020. Sendo assim, desde a confirmação dos primeiros

casos, observou-se uma diminuição dos registros de casos prováveis de DENV, CHIKV, e

ZIKV no Brasil [30] (Figura 4). Esta diminuição pode ser consequência do receio da

população em procurar atendimento em uma unidade de saúde, bem como uma possível

subnotificação ou atraso nas notificações das arboviroses, associadas a mobilização das

equipes de vigilância e assistência para o enfrentamento da pandemia.
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Figura 4 -Distribuição da taxa de incidência de dengue, chikungunya e zika, por município, Brasil, SE 1 a
16/2021. Legenda: Km = quilômetros; SE = Semana epidemiológica. Fonte: Sinan NET.

Além disso, co-circulam no Brasil junto com ZIKV, CHIKV, YFV e DENV outras

arboviroses negligenciadas ou que são menos discutidas na literatura médica, em que

podemos incluir os vírus Oropouche (OROV), Mayaro (MAYV), Saint Louis (SLEV), West

Nile (WNV) [31-34], entre outros, que vêm sendo responsáveis por causar pequenos surtos ou

casos esporádicos e pontuais em diferentes regiões do país, dificultando a compreensão das

interações entre vírus geneticamente semelhantes dentro de populações de mosquitos, PNH e

humanos. Portanto, há uma necessidade premente e urgente de entender melhor a

epidemiologia e a biologia dessas infecções por arbovirus.

Até o momento, nossa capacidade de gerenciar esses surtos é prejudicada pelo

desafio de fazer um diagnóstico clínico definitivo, pois muitos desses vírus são

frequentemente indistinguíveis daqueles causados ​​por vírus co-circulantes e algumas doenças

bacterianas [35, 36]. Os testes diagnósticos podem ser limitados pela baixa especificidade, no

caso dos testes sorológicos, ou exigir o conhecimento a priori dos vírus alvos no caso de
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RT-PCR (reação em cadeia da polimerase em tempo real). Na rotina diagnóstica, normalmente

os casos sintomáticos são testados apenas para os vírus de maior importância para a saúde

pública no momento. Para os casos negativos, no entanto, não há uma metodologia

implementada que possa detectar e/ou rastrear o agente patógeno responsável pelos casos. Por

essas razões, a doença febril aguda frequentemente permanece sem diagnóstico, levando à

falha da vigilância epidemiológica, como demonstrado anteriormente pelo ZIKV no Brasil,

onde a detecção foi retardada por pelo menos um ano a partir do início real do surto [16]

(Figura 5).

Figura 5 - Reproduzido por Faria et al. 2017. Dados filogenéticos do vírus Zika de amostras coletadas durante o
projeto ZiBRA, demonstrando a introdução do Zika no Nordeste do Brasil no final de 2013 e a disseminação
subsequente no Brasil e nas Américas. Legenda: Jan = Janeiro; Jul = Julho; RJ = Rio de Janeiro; SP = São Paulo;
TO = Tocantins; Earliest detection = Detecção precoce; Polynesia = Polinésia; N-Brazil = Norte-Brazil;
NE-Brazil = Nordeste-Brazil; SE-Brazil = Sudeste-Brazil; Caribbean = Caribe; Central America = America
central; South America = America do Sul; This study = este estudo; Microcephaly = microcefalia.

As abordagens de sequenciamento são uma solução para estes problemas, pois

podem detectar e caracterizar dezenas ou centenas de diferentes amplicons em um único

ensaio. Criticamente, resultados ambíguos são menos prováveis, ​​porque a sequência é obtida

fornecendo informações sobre um alvo viral específico, e também se o resultado é genuíno ou
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o resultado de contaminação laboratorial. O sequenciamento é uma fonte mais rica de

informação epidemiológica, uma vez que as sequências podem inferir as relações

epidemiológicas entre os vírus. Esta informação é crucial no fornecimento de parâmetros

importantes sobre o surto, incluindo o tamanho e relação dos casos. Isso pode, por sua vez, ser

usado para monitorar a diversidade de arboviroses, identificar linhagens emergentes, entender

as rotas de transmissão e disseminação em todo o Brasil e controlar o potencial de introdução

de novos vírus [37]. Essas informações podem ter implicações significativas do ponto de vista

de rastreio, testes de diagnóstico, monitorização de pacientes e desenvolvimento de vacinas.

No entanto, o sequenciamento ainda é utilizado com pouca frequência para a vigilância de

rotina dos arbovírus, devido à complexidade associados a estas abordagens quando

comparado aos testes moleculares já padronizados e implementados.

Nos últimos anos, novas ferramentas foram impulsionados por avanços tecnológicos

em sequenciamento. A recente disponibilidade da tecnologia da Oxford Nanopore

Technologies (ONT, UK) - MinION vem democratizando o uso do sequenciamento. O

MinION é um sequenciador portátil, que tem um custo de US $1,000 e pode ser alimentado e

controlado a partir da porta USB de um laptop padrão. Isso, por sua vez, significa que os

laboratórios podem instalar a capacidade de sequenciamento de genomas a um custo total de

US $5,000, significativamente menor do que as tecnologias de sequenciamento anteriores

(geralmente custando US $200,000). Utilizando uma tecnologia a base de nanopores, as bases

de DNA são identificadas a partir de mudanças na condutividade elétrica gerada à medida que

os filamentos de DNA passam por um poro biológico, podendo gerar até 30 gigabases (Gb) de

dados de sequências ultra longas (> 100 kilobases (Kb)) [38], uma das principais vantagens

em relação às tecnologias de segunda geração. Leituras longas facilitam a montagem de

genomas maiores, mais complexos e a resolução de sequências repetitivas no genoma.

Nosso grupo aplicou em 2016 uma técnica de epidemiologia genômica em tempo

real ao vírus Zika durante o projeto ZiBRA - Zika in Brazil Real Time Analysis

http://www.zibraproject.org em 2016 [16], um projeto itinerante de colaboração multicêntrica

entre a Universidade de Oxford, a Universidade de Birmingham, Instituto Evandro Chagas,

Universidade de São Paulo e Fundação Oswaldo Cruz. Após grandes resultados demonstrados

durante a epidemia do vírus Ebola na África Ocidental, utilizando a tecnologia de

sequenciamento por nanoporos da ONT e exploramos sua portabilidade para obter um tempo

de resposta mais rápido, sequenciando as amostras perto de onde foram coletadas [39]. Um
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protocolo intitulado “Multiplex PCR method for MinION and Illumina sequencing of Zika and

other virus genomes directly from clinical samples” [40] foi conduzido usando

sequenciamento de amplicons direcionados no MinION (ONT, UK) para obtenção do genoma

completo do ZIKV diretamente de material clínico, sem necessário isolamento e cultura.

Abrangendo uma ampla região geográfica, amostras históricas e de pacientes com uma

variedade de apresentações clínicas, o projeto testou 1349 amostras clínicas de RNA para o

ZIKV em um laboratório móvel nos estados do Rio Grande do Norte, Paraíba, Recife, Maceió

e Bahia, capturou e testou 850 mosquitos dos campos urbanos e periurbanos e gerou 254

seqüências do genoma do ZIKV [16].

Figura 6 - Distribuição do risco de transmissão local do vírus Zika nos estados das regiões norte e nordeste do
Brasil, mapa à esquerda. Distribuição da probabilidade de ocorrência de focos do mosquito Aedes aegypti nos
estados das regiões norte e nordeste do Brasil, mapa à direita. Fonte: http://www.zibraproject.org. Legenda: Risk
of local Zika transmission = Risco de transmissão local do vírus zika; None = nenhum; Seasonal = Sazonal; Year
round = Todo ano; PA = Para; MA = Maranhão; CE = Ceará; RN = Rio Grande do Norte; PB = Paraíba; PE =
Pernambuco; AL = Alagoas; SE = Sergipe; SA = Salvador; Probability of Ae. aegypti occurrence =
Probabilidade de ocorrência de Aedes aegypti.

O projeto ZiBRA teve continuação com o projeto ZiBRA 2, e hoje engloba outras

regiões do Brasil (Norte, Sudeste e Centro-oeste) e da América do Sul (Paraguai e Costa Rica)

e realizou não apenas a vigilância genômica do ZIKV, como também CHIKV, YFV, DENV

1-4, OROV e MAYV (https://github.com/zibraproject) [41-43].

Diversos estudos de vigilância genômica utilizando o MinION foram realizados

desde então [44 - 47], no entanto, mesmo sendo a tecnologia de sequenciamento mais barata e

acessível para a vigilância genômica de arbovírus nos dias de hoje, o custo por amostra do
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sequenciamento ainda é alto, em torno de US $ 50 a US $ 100, devido aos reagentes

empregados e número de amostras sequenciadas. Também, há uma complexidade

significativa associada à operação do instrumento, criação de bibliotecas de sequenciamento e

análise de dados e o tempo para realização do protocolo (8 horas e 30 minutos) ainda é muito

maior quando comparado a outros métodos moleculares (em torno de 3 horas no total -

extração do RNA e RT-qPCR), o que ainda torna improvável a implementação e metodologia

de escolha nos centros de diagnóstico e vigilância epidemiológica do Brasil. Ainda, esta

abordagem é melhor quando a cepa do surto é conhecida, e é menos adequada para diversos

grupos virais ou descoberta de vírus.

A metagenômica viral, o processo de sequenciamento do conteúdo total de ácido

nucleico viral em uma amostra (normalmente cDNA ou DNA), permite a caracterização

genômica de vírus conhecidos e novos de maneira não direcionada. Essa técnica é

particularmente útil para diagnósticos, laboratórios clínicos e vigilância em saúde pública

[48-51]. No entanto, o sequenciamento metagenômico viral diretamente de amostras clínicas

pode resultar em baixa sensibilidade, especialmente em amostras com uma baixa abundância

de material genômico viral em relação ao ácido nucleico derivado do hospedeiro [52-54].

Um novo projeto intitulado CADDE - Brazil-UK Centre for Arbovirus Discovery,

Diagnosis, Genomics and Epidemiology (http://caddecentre.org) teve início em Julho de 2019

coordenado pela Professora Dra. Ester Sabino e Professor Dr. Nuno Faria, reunindo centros

no Brasil e no Reino Unido - Universidade de São Paulo e Universidade de Oxford,

acompanhados pela Secretaria de Saúde de São Paulo, da Faculdade de Medicina de São José

do Rio Preto, da Universidade de Birmingham e Universidade London School, com o objetivo

de desenvolver novas tecnologias genômicas portáteis a fim de realizar a caracterização de

vírus conhecidos e descoberta de novos de uma maneira simples, rápida e de baixo custo,

além de aplicar novas ferramentas de análises epidemiológicas, matemáticas e espaciais para

que pesquisadores locais e centros de diagnóstico tenham melhor acesso e possam utilizar

essas metodologias para rastrear a dinâmica da infecção em alta resolução à medida que as

epidemias se desdobram com o objetivo de melhorar a prontidão do sistema de saúde

brasileiro para futuros surtos arbovirais.

Esta tese faz parte do projeto CADDE, portanto, neste trabalho, buscamos solucionar

os problemas encontrados no ZiBRA e ZiBRA2, seguindo os objetivos do CADDE de
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desenvolvimento de novas tecnologias genômicas para ajudar a implementação de uma nova

ferramenta de epidemiologia genômica nos centros de saúde do Brasil.

Neste trabalho, foi realizada a padronização de um painel para detecção e

sequenciamento do genoma completo dos arbovírus de maior importância pública,

denominado Superpool acrescentando inovações técnicas desenvolvendo um esquema de

primers que poderá amplificar múltiplos vírus num único ensaio, incluindo os vírus, Zika,

Chikungunya, Febre Amarela, Mayaro, Oropouche, vírus do Nilo Ocidental (WNV), Dengue

1-4 (DENV1, DENV2, DENV3, DENV4), Rocio (ROCV), Ilhéus (ILHV), Tacaiuma (TCV) e

Saint Louis (STLV) - Capítulo 1; Desenvolvimento de uma abordagem rápida utilizando a

fusão de barcodes para amplificação do genoma completo de múltiplos vírus num único

ensaio denominado SMART-plex - Capítulo 2; Desenvolvimento de protocolos de

metagenômica viral SMART-9N e Rapid SMART-9N para rastreio e potencial descoberta de

novos vírus - Capítulo 3; Otimização do custo do sequenciamento MinION - Capítulo 4.

Essas inovações são altamente manejáveis ​​e realizáveis ​​e propõe reduzir o custo do

sequenciamento de arbovírus por amostra para os painéis e simplificar o fluxo de trabalho de

forma que possa ser mais prontamente adotado por pesquisadores e laboratórios de

diagnóstico que desejam explorar estas novas tecnologias. Assim pretendemos disponibilizar

uma metodologia completa de vigilância dos arbovírus a fim de trazer benefícios diretos à

continuação e evolução dos projetos de vigilância genômica e outros projetos que abordam

pesquisas de vigilância em tempo real de arbovírus, facilitando a capacidade de identificar

com precisão vírus e variantes ligadas para quasispecies individuais, melhorando a detecção

de patógenos para aplicações de diagnóstico e vigilância e trazendo impacto imediato no

ritmo de pesquisa sobre a genética e epidemiologia de infecções por arbovírus e nossa

compreensão desse problema urgente de saúde pública.
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2 OBJETIVOS

2.1         Objetivo geral:

O objetivo geral deste projeto é desenvolver uma abordagem completa de vigilância

genômica de arbovírus no Brasil a partir de metodologias de detecção por sequenciamento

MinION, com o objetivo principal de reduzir o custo, o tempo e a complexidade dos ensaios.

Isso fará com que o custo do ensaio esteja de acordo com os testes de diagnóstico moleculares

existentes e seja utilizável em ambientes de diagnóstico, de pesquisa e de saúde pública.

2.2         Objetivos específicos:

- Obter uma amplificação bem-sucedida do genoma completo de amostras testes de

Zika vírus, Chikungunya vírus, vírus da Febre Amarela, Mayaro vírus, Oropouche vírus, vírus

do Nilo Ocidental, Dengue 1-4 vírus, Rocio virus, Ilhéus vírus, Tacaiuma vírus e Saint Louis

vírus utilizando um painel de arbovírus e ensaio Multiplex PCR - Superpool;

- Obter uma amplificação bem-sucedida do genoma completo de amostras testes de

Zika vírus, Chikungunya vírus, vírus da Febre Amarela, Mayaro vírus, Oropouche vírus, vírus

do Nilo Ocidental, Dengue 1-4 vírus, Rocio virus, Ilhéus vírus, Tacaiuma vírus e Saint Louis

vírus utilizando um painel rápido de arbovírus e ensaio SMART-plex;

- Obter uma identificação e amplificação bem-sucedida do genoma completo de

arbovírus presentes em amostras clínicas utilizando uma metodologia metagenômica - ensaio

SMART-9N;

- Obter uma identificação e amplificação bem-sucedida do genoma completo de

arbovírus presentes em amostras clínicas utilizando uma metodologia rápida de

metagenômica - ensaio Rapid SMART-9N;

- Padronizar um protocolo de sequenciamento bem sucedido a base de tecnologia

nanopore rápido, simples e de baixo custo.

12



3 CAPÍTULOS

Descrevemos aqui três protocolos de ponta a ponta totalmente integrados para

sequenciamento rápido e vigilância completa de genomas virais diretamente de amostras

clínicas. Todos os planos de trabalho aqui apresentados foram realizados na Universidade de

Birmingham e no Instituto de Medicina Tropical da Universidade de São Paulo, sob auxílio da

Professora Dra. Ester Cerdeira Sabino, Professor Dr. Nicholas Loman, e Dr. Joshua Quick.

3.1 Capítulo 1 - Desenvolvimento de um esquema de primers para detecção, amplificação e

sequenciamento do genoma completo de múltiplos vírus em um único ensaio - Superpool.

3.1.1 Resumo

O PCR Multiplex é o método mais econômico no momento para amplificar e

sequenciar vírus presentes em amostras clínicas em baixa abundância e tem sido utilizado

com sucesso em trabalhos anteriores como com os vírus Ebola e Zika [39, 40]. Este método

pode fornecer tanto enriquecimento como amplificação em um único passo que consiste em

uma amplificação do genoma completo do vírus alvo utilizando um conjunto de primers

multiplexados desenvolvidos pela ferramenta online Primal Scheme

(http://primal.zibraproject.org) (Figura 7).
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Figura 7 - Reproduzido por Quick et al. 2017. Overview do esquema de primers do vírus Zika e Chikungunya
gerado pela ferramenta Primal Scheme. (a) Caixa de envio para ferramenta de design de primer online. Scheme
name = nome do esquema; amplicon length = tamanho do amplicon; Overlap = sobreposição. (b) Tabela de
resultados de primer. (c) Esquema mostrando produtos de amplicon esperados para cada pool no contexto
genômico para os esquemas ZikaAsian e ChikAsianECSA.

Em resumo, para a geração dos esquemas de primers, o website Primal Scheme pede

o upload de um arquivo no formato FASTA (Figura 6 - a) que deve ser do genoma mais

representativo do vírus em interesse, o comprimento do amplicon em nucleotídeos (nts) e o

tamanho do overlap em nts, que é o comprimento da sobreposição entre os amplicons

vizinhos. Amplicons mais longos são preferíveis, pois significam um número menor de pares

de primers necessários por reação. Eles também aumentam a quantidade de informações de
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ligação que podem ser recuperadas como haplótipos, o que é importante para a investigação

da diversidade dentro do hospedeiro. No entanto, amplicons mais longos são menos

propensos a uma amplificação bem sucedida quando o número de cópias virais é baixo ou há

degradação da amostra (por exemplo, devido ao armazenamento, transporte inadequado ou

prolongado). Para os vírus pesquisados neste trabalho os comprimentos dos amplicons

escolhidos foram entre 400-500 nts; Overlap: padrão = 75 a 100 nts.

Os arquivos de saída incluem uma tabela contendo as sequências de primers a serem

solicitados, um arquivo BED com os locais dos primers que podem ser usados ​​posteriormente

para a padronização e um diagrama do esquema de primers para cada vírus (pools 1 e 2).

(Tabela 1) (Figura 7 - b,c)

Tabela 1- Exemplo do esquema de primers gerado pela ferramenta Primal Scheme para amplificação do genoma
completo do vírus zika (ZIKV).

Primer Sequência (5'-3') Pool

400_1_out_L GACAGTTCGAGTTTGAAGCGAAAG 1

400_1_out_R AGTATGCACTCCCACGTCTAGT 1

400_2_out_L AAGAAAGATCTGGCTGCCATGC 2

400_2_out_R TGATTCCAACCAGGTTTGCGAC 2

400_3_out_L* AGATGACGTCGATTGTTGGTGC 1

400_3_out_R* TACGGTGACACAACCTCCATGT 1

400_4_out_L TCAGGTGCATAGGAGTCAGCAA 2

400_4_out_R GGAGCCATGAACTGACAGCATT 2

400_5_out_L AGAACGTTAGTGGACAGAGGCT 1

400_5_out_R TGTGCGTCCTTGAACTCTACCA 1

400_6_out_L TTGATTGTGAACCGAGGACAGG 2

400_6_out_R CCATCTGTCCCTGCGTACTGTA 2

400_7_out_L TGAAGGGCGTGTCATACTCCTT 1

400_7_out_R CGCCTCCAACTGATCCAAAGTC 1

400_8_out_L* GGGAGAAGAAGATCACCCACCA 2

400_8_out_R* TTGACTGCTGCTGCCAATCTAC 2

400_9_out_L* GCCTTAGGGGGAGTGTTGATCT 1

400_9_out_R* GAGTGGGCATTCCTTCAGTGTG 1

400_10_out_L ACGGTCGTTGTGGGATCTGTAA 2

400_10_out_R GTGGGACTTTGGCCATTCACAT 2

400_11_out_L CAGCCGTTATTGGAACAGCTGT 1
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400_11_out_R CCTGGGCCTTATCTCCATTCCA 1

400_12_out_L CACTAAGGTCCACGTGGAGGAA 2

400_12_out_R TATCAGCGCCAGATGAGCTACA 2

400_13_out_L TGGCAGTGCTGGTAGCTATGAT 1

400_13_out_R AGAGAGAGGAGCATAAACCCCC 1

400_14_out_L* CAATGGTTTTGCTTTGGCCTGG 2

400_14_out_R* TTTCCCATGTGATGTCACCTGC 2

400_15_out_L CCCTAGCGAAGTACTCACAGCT 1

400_15_out_R TACACTCCATCTGTGGTCTCCC 1

400_16_out_L* GTGGCATGAACCCAATAGCCAT 2

400_16_out_R* GCTCCAATGTCCCCATCCTTTG 2

400_17_out_L** GTGGTCCATGGAAGCTAGATGC 1

400_17_out_R** CCTCTAAGGGCCTCCTCCATTT 1

400_18_out_L** CTGTTGAGTGCTTCGAGCCTTC 2

400_18_out_R** TGGTGAGTTGGAGTCCGGAAAT 2

400_19_out_L TATGGATGAGGCCCACTTCACA 1

400_19_out_R GCCATCAAGTATGACCGGCTTT 1

400_20_out_L* GGCTGGAAAACGGGTCATACAG 2

400_20_out_R* CCTTTGCTCCGTCCTAAGCTTG 2

400_21_out_L* AGAGACTGACGAAGACCATGCA 1

400_21_out_R* CTCCAAAAGCCGCTCCTCTTTT 1

400_22_out_L** TGGACCAGACACGGAGAGAAAA 2

400_22_out_R** ATTCTGGCTGGCTCAATTTCCG 2

400_23_out_L CGTCTTGATGAGGAACAAGGGC 1

400_23_out_R AAGTGGTCACTGCATGTTGGAC 1

400_24_out_L** TAATGGGAAGGAGAGAGGAGGG 2

400_24_out_R** TCTCCACTTGGGGGTCAATTGT 2

400_25_out_L** CCCTGACCCTAATAGTGGCCAT 1

400_25_out_R** CCTTCCATTTCTCTCCCAGGGT 1

400_26_out_L ACTGGAACTCCTCTACAGCCAC 2

400_26_out_R ACCAGGGCCTCCTTTTGTGTAT 2

400_27_out_L AGTGCAAAGCTGAGATGGTTGG 1

400_27_out_R ATGTGTAGAGTTGCGGGAGAGT 1

400_28_out_L GGTGGGGGATTGGCTTGAAAAA 2

400_28_out_R GGGCCTCATAGCTTCCATGGTA 2

400_29_out_L AGGATGTGAATCTCGGCTCTGG 1

400_29_out_R ATGCTGCATTGCTACGAACCTT 1
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400_30_out_L AAAAGTGGACACTAGGGTGCCA 2

400_30_out_R TAATCCCAGCCCTTCAACACCA 2

400_31_out_L ACAAGGGGAATTTGGAAAGGCC 1

400_31_out_R CGTAAGTGACAACTTGTCCGCT 1

400_32_out_L AAATGGAAAAAGGGCACAGGGC 2

400_32_out_R TGTCCCATCCAGTTGAGGGTTT 2

400_33_out_L* CAAACGAATGGCAGTCAGTGGA 1

400_33_out_R* ATCCACACTCTGTTCCACACCA 1

400_34_out_L* ATTTCCACAGAAGGGACCTCCG 2

400_34_out_R* TGACTAGCAGGCCTGACAACAT 2

400_35_out_L ACCACCTGGGCTGAGAACATTA 1

400_35_out_R ACCACTAGTCCCTCTTCTGGAG 1

Legenda: R = Right; L =Left.

Contudo, este método ainda é limitado ao número de vírus que podem ser detectados

e sequenciados simultaneamente.

A concepção de ensaios de PCR multiplex com um grande número de pares de

primers é difícil devido à maior probabilidade de interações entre estes, o que reduz a

eficiência da amplificação e conduz a falhas na cobertura do genoma alvo. Neste trabalho,

combinamos todos os esquemas de primers já desenvolvidos e validados individualmente em

uma só reação, em que denominamos de Superpool, incluindo os vírus:

a)  Zika;

b) Dengue (os quatro sorotipos);

c) Chikungunya;

d) Febre amarela;

e) Mayaro;

f) Oropouche;

g) West Nile;

h) Saint Louis;

i) Rocio;

j) Ilhéus;

k)Tacaiuma.
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O protocolo para validação do painel prosseguiu em seis estágios: (Step 1 and 2)

preparação e solicitação dos primers individuais, (Step 3A-i-ii) extração do RNA viral, (Step

3A- iii-vi) síntese de cDNA, (Steps 4-9) PCR multiplex, (Steps 10-11) Quantificação e

controle de qualidade, (Step 12) preparo da biblioteca de sequenciamento e sequenciamento

MinION e (Steps 13-18) análise bioinformática e controle de qualidade (QC) (Figura 8).

Figura 8 - Reproduzido por Quick et al. 2017. Fluxo de trabalho para tilling amplicon sequencing em
plataformas MinION / Illumina, com números de etapas de procedimento associados indicados. Legenda: Step 1
and 2: Design/order primers = Passos 1 e 2: preparação e solicitação dos primers individuais; Step 3A-i-ii: RNA
extraction = Passos 3A-i-ii: extração do RNA; Step 3B: DNA extraction = Passo 3B: extração do DNA; Step 3A-
iii-vi: cDNA synthesis = Passo 3A- iii-vi: síntese de cDNA; Steps 4-9: Multiplex PCR = Passos 4-9: PCR
multiplex; Steps 10-11: Quantification and QC = Passos 10-11: Quantificação e controle de qualidade; Step 12:
Library preparation and sequencing = Passo 12: preparo da biblioteca e sequenciamento; Steps 13-16: Analysis
pipeline = Passos 13-16 Pipeline análises; Steps 17 and 18: Quality control = Passos 17 e 18: Controle de
qualidade.

3.1.2 Material e métodos

3.1.2.1 Seleção de amostras

Utilizamos para desenvolvimento inicial dos métodos amostras de isolados do vírus

Zika - Referência: OMS - (11474/16), disponível em School of Biosciences, University of
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Birmingham, Reino Unido; isolados virais previamente identificados por RT-qPCR e

sequenciamento viral dos vírus Zika (ZIKV), Chikungunya (CHIKV), Febre Amarela (YFV),

Mayaro (MAYV), Oropouche (OROV), West Nile (WNV), Dengue 1-4 (DENV1, DENV2,

DENV3, DENV4), Rocio (ROCV), Ilhéus (ILHV), Tacaiuma (TCV) e Saint Louis (STLV)

fornecidas pelo Centro de Pesquisa em Virologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão

Preto, Ribeirão Preto (SP), Brasil. As cepas foram propagadas em células Vero (CCL-81;

ATTC, Manssas, EUA) com Minimum Essential Medium (MEM) ou Dulbecco's Modified

Eagle Medium (DMEM), ou em células C6/36 com meio Leibovitz (L-15) (Cat No. L1518,

Sigma-Aldrich, USA) em diferentes tempos de incubação, 2 a 3 dias para Alphavirus, 4 a 8

dias para Flavivirus e Orthobunyavirus. Em seguida, os estoques virais foram separados em

alíquotas de 0.2 mL, e quantificados pelo ensaio focus forming units (FFU) usando células

Vero (Tabela 2) [56].

Tabela 2 - Titulação dos vírus. Vírus, linhagem, gênero, FFU e células isoladas de cada vírus.

Vírus Cepa Gênero FFU Célula

Dengue 1 Mochizuki Flavivirus 8,1x104 Vero

Dengue 2 - Flavivirus 8,1x104 Vero

Dengue 3 - Flavivirus 2,1x104 Vero

Dengue 4 - Flavivirus 1,4x106 Vero

Zika SpH2015 Flavivirus 2,8x106 Vero

Yellow Fever 17DD Flavivirus 3,3x106 C6/36

West Nile NY99 Flavivirus 7,5x108 C6/36

Saint Louis Porton TVP-564 Flavivirus 2,8x107 C6/36

Rocio SPH 34675 Flavivirus 2,1x106 C6/36

Chikungunya S27 Alphavirus 3,6x107 Vero

Mayaro BeAr 20290 Alphavirus 2,4x106 Vero

Oropouche BeAn 19991 Orthobunyavirus 4,9x104 C6/36

Tacaiuma BeAn 73 Orthobunyavirus 2,1x106 C6/36

Ilhéus HBe 7445 Flavivirus 2,5x107 C6/36

Legenda: FFU = focus forming units

Para validação metodológica, as amostras clínicas humanas incluíram:
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- 41 amostras de plasma previamente positivas para YFV coletadas entre 11 de janeiro e 10 de

maio de 2018, com valores de Cts ≤ 37 (Tabela 3) obtidas no Hospital das Clínicas da

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HC-FMUSP), São Paulo, Brasil

(Tabela 3). As amostras foram amplificadas por PCR multiplex e apenas aquelas com

amplificação visível em gel de agarose foram sequenciadas [57].

Os participantes ou seus representantes legais forneceram consentimento informado assinado.

O panorama ético foi fornecido pelos conselhos de revisão institucional do HC-FMUSP e do

Instituto de Doenças Infecciosas "Emílio Ribas ''.

Tabela 3 - Descrição das amostras positivas para vírus da febre amarela (YFV) (n = 41) por reação em cadeia da
polimerase quantitativo em tempo real com as amostras correspondentes, valores de Ct, cópias estimadas do
genoma por mL e tamanho de referência do vírus.

Amostra Vírus

Tipo de
Amostr

a
Valor do

Ct

Número estimado de cópias
do genoma na amostra

(/mL)
Tamanho da

referência (nts)

1002 YFV Plasma 33.4 2.50E+00 10,859

1003 YFV Plasma 37.0 1.00E+00 10,859

1004 YFV Plasma 36.0 1.20E+00 10,859

1005 YFV Plasma 20.1 1.80E+04 10,859

1007 YFV Plasma 36.8 1.20E+00 10,859

1009 YFV Plasma 19.1 3.90E+04 10,859

1010 YFV Plasma 33.7 2.50E+00 10,859

1019 YFV Plasma 17.2 2.10E+05 10,859

1020 YFV Plasma 29.5 5.80E+01 10,859

1023 YFV Plasma 28.0 2.00E+02 10,859

1024 YFV Plasma 33.0 2.50E+00 10,859

1026 YFV Plasma 28.4 1.10E+02 10,859

1028 YFV Plasma 28.2 1.10E+02 10,859

1029 YFV Plasma 17.4 2.10E+05 10,859

1030 YFV Plasma 4.6 1.50E+10 10,859

1032 YFV Plasma 22.9 5.50E+03 10,859

1036 YFV Plasma 23.3 2.75E+03 10,859

1037 YFV Plasma 31.9 1.00E+01 10,859

1042 YFV Plasma 23.3 2.75E+03 10,859

1043 YFV Plasma 25.8 8.00E+02 10,859

1045 YFV Plasma 23.7 2.75E+03 10,859
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1053 YFV Plasma 26.6 2.80E+02 10,859

1055 YFV Plasma 26.9 2.80E+02 10,859

1059 YFV Plasma 31.0 2.80E+01 10,859

1063 YFV Plasma 32.0 7.00E+00 10,859

1065 YFV Plasma 33.0 2.80E+00 10,859

1066 YFV Plasma 29.3 3.00E+01 10,859

1068 YFV Plasma 27.3 1.50E+02 10,859

1069 YFV Plasma 30.1 2.80E+01 10,859

1070 YFV Plasma 28.0 1.10E+02 10,859

1072 YFV Plasma 27.6 1.50E+02 10,859

1073 YFV Plasma 32.5 7.00E+00 10,859

1074 YFV Plasma 27.9 1.50E+02 10,859

1075 YFV Plasma 24.1 1.70E+03 10,859

1076 YFV Plasma 34.8 2.30E+00 10,859

1078 YFV Plasma 28.6 1.10E+02 10,859

1079 YFV Plasma 25.5 6.50E+02 10,859

1080 YFV Plasma 31.6 1.10E+02 10,859

1081 YFV Plasma 25.2 6.50E+02 10,859

1082 YFV Plasma 33.8 2.80E+00 10,859

1086 YFV Plasma 28.2 1.10E+02 10,859

Legenda: YFV = vírus da febre amarela;
Ct = limite de ciclo;
nts = nucleotídeos;
PCR = reação em cadeia da polimerase.

3.1.2.2 Esquema de Primers gerados durante a validação do protocolo Superpool.

Os esquemas de primers para os vírus ZIKV, CHIKV, YFV, MAYV, OROV, WNV,

DENV1, DENV2, DENV3, DENV4, ROCV, ILHV, TCV e STLV foram gerados pela

ferramenta online Primal Scheme [40], com amplicons escolhidos entre 400-1000 bp e o

Overlap entre 75 a 100 nts. Os esquemas gerados e referências usadas estão disponíveis em:

https://www.dropbox.com/sh/27jp5s4ynko9i0m/AAC5VTNdM2nhqimXWRbYV2cJa?dl=0.

Os primers gerados para cada vírus foram pré-diluídos em tampão TE 1X (Cat No. 93302,

Sigma-Aldrich, USA) a uma concentração final de 100 μM. Para a preparação dos pools dos

primers, os primers a 100 μM foram combinados, de acordo com os esquemas gerados,

adicionando um volume igual de cada um (5 μL), gerando um pool estoque de 100 μM (pool
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A e pool B).

3.1.2.3 Extração de ácido nucléico viral

Para as amostras de referência, ZIKV, YFV, CHIKV, MAYV, OROV, WNV, DENV

1-4, ROCV, ILHV, TCV e STLV, o RNA viral foi isolado de a partir de 200 μl do material

titulado usando o QIAamp Viral RNA Mini Kit (Cat No. 52906, Qiagen, Alemanha) de

acordo com as instruções do fabricante e eluído em 50 μl de tampão de eluição (EB). Para as

amostras clínicas de YFV, o RNA viral foi extraído a partir de 200 μl de material usando a

plataforma de extração automática de DNA/RNA do sistema NucliSENS EasyMag

(BioMerieux, UK) e eluído em 50 μl.

3.1.2.4 Síntese de cDNA e Multiplex PCR

O cDNA foi sintetizado a partir do RNA de cada amostra previamente extraído

utilizando primers randômicos hexâmeros (Cat No. N8080127, Thermo Fisher Scientific,

EUA) e ProtoScript II Reverse Transcriptase (Cat No. E6560, New England BioLabs, EUA)

de acordo com as instruções do fabricante. O cDNA foi então amplificado usando o ensaio

multiplex PCR (40) com os esquemas de primers gerados na etapa (3.1.2.2) a 10 μM para

cada vírus individualmente e combinando todos os esquemas em uma única reação -

Superpool. (Tabela 4)
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Tabela 4 - Realização do ensaio Multiplex PCR. PCR realizado individualmente e combinando todos os primers
- Superpool. Superpool - Primers ZIKV, MAYV, OROV, CHIKV, DENV1-4, YFV, WNV, STLV, TCM, ILHV,
ROCV.

Legenda: YFV = vírus da febre amarela;
ZIKV = Zika vírus;
MAYV = Mayaro vírus;
OROV = Oropouche vírus;
CHIKV = Chikungunya vírus;
DENV = Dengue vírus;
WNV = West nile vírus;
STLV = Saint Louis vírus;
ILHV = Ilheus vírus;
ROCV = Rocio vírus;
TACV = Tacaiuma vírus;
Ct = limite de ciclo;
nts = nucleotídeos;
μL = microlitro;
μM = micromolar;
dNTP = desoxirribonucleotídeos trifosfato;
NFW = Nuclease free water;
PCR = reação em cadeia da polimerase;
cDNA = DNA complementar;
sec = segundos;
min = minutos.

Os produtos de PCR foram então purificados usando uma proporção de 1:1 de beads

magnéticas AMPure XP (Cat No. A63881, Beckman Coulter, UK) e quantificados usando

fluorimetria com o kit Qubit dsDNA High Sensitivity Assay (Cat No. Q32854, Life
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Technologies, EUA) e instrumento Qubit 3.0 (Life Technologies, EUA), ambos de acordo

com as instruções do fabricante.

Um gel foi preparado com os produtos de PCR gerados utilizando o E-gel Agarose

2% (Cat No. G402002, Thermo Fisher Scientific, EUA) em equipamento E-gel (Thermo

Fisher Scientific, EUA) e a corrida foi realizada até que as bandas fossem distinguíveis por

transiluminação.

3.1.2.5 Preparação e sequenciamento de biblioteca de nanopore para PCR multiplex

As bibliotecas para sequenciamento MinION, Oxford Nanopore Technologies (ONT,

Reino Unido, UK) foram preparadas usando um input total de 200 ng combinando as

amostras de maneira equimolar usando os kits EXP-NBD104 (1-12) e EXP-NBD114 (13-24)

(ONT, Reino Unido, UK). Bibliotecas de sequenciamento foram geradas usando o kit de

ligação SQK-LSK109 (ONT, Reino Unido, UK). 20 ng das bibliotecas finais foram

carregados em uma flow cell FLO-MIN106 no dispositivo MinION (ONT, Reino Unido, UK)

e sequenciados usando MinKNOW 1.15.1 (ONT, Reino Unido, UK) com o script de execução

padrão de 48 horas.

3.1.2.6 Análise bioinformática

Os arquivos brutos FAST5 foram convertidos em FASTQ usando o software Guppy

basecaller versão 2.2.7 GPU (ONT, Reino Unido, UK), depois trimados e demultiplexados

usando Porechop v.0.3.2pre (https://github.com/rrwick/Porechop) que identifica sequências de

DNA diretamente dos dados brutos e encontra e remove os adaptadores ligados durante o

sequenciamento. Os arquivos FASTQ das amostras foram alinhados e mapeados contra um

painel gerado contendo o genoma referência de cada vírus estudado no painel (número de

acesso do GenBank: JF912190 (YFV), KX893855.1 (ZIKV), KP164568.1 (CHIKV),

KP691623.1, KP691622.1 KP691621.1 (OROV - segmentos S, M e L), NC_043694.1,

NC_043693.1, NC_043692.1 (TACV - segmentos S, M e L), MH643887.1 (WNV),

NC_003417.1 (MAYV), NC_007580.2 (STLV), NC_009028.2 (ILHV), NC_040776.1

(ROCV), KF672760.1 (DENV1), NC_001474.2 (DENV2), NC_001475.2 (DENV3) e

JN559741.2 (DENV4)), usando minimap2 versão 2.28.0 e convertido para um arquivo BAM
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usando samtools sort [58] (painel disponível:

https://www.dropbox.com/sh/27jp5s4ynko9i0m/AAC5VTNdM2nhqimXWRbYV2cJa?dl=0.).

NanoStat software versão 1.1.2 foi usado para calcular o número total de reads (raw files) e

comprimento mínimo do contig para cobrir 50 por cento do genoma (N50) das reads

mapeadas (BAM file). Tablet 1.19.05.28 [59] foi usado para visualização do genoma e para

calcular o número de reads mapeadas, porcentagem de cobertura do genoma e profundidade

de cobertura.

3.1.3 Resultados

Neste estudo, geramos a metodologia Superpool, um painel para amplificação de

genomas virais, que utiliza uma abordagem de PCR multiplex previamente padronizada [40],

combinando em uma só reação 14 esquemas de primers de arbovírus de importância pública

para o Brasil.

Os esquemas de primers foram gerados para os vírus Zika, Chikungunya, Febre

Amarela, Mayaro, Oropouche, West nile (WNV), Dengue 1-4 (DENV1, DENV2, DENV3,

DENV4), Rocio (ROCV), Ilhéus (ILHV), Tacaiuma (TCV) e Saint Louis (STLV) pela

ferramenta online Primal Scheme. Os comprimentos dos amplicons dos esquemas de primers

escolhidos foram entre 400-1000 pares de base (bp) e o Overlap padrão (comprimento da

sobreposição entre os amplicons vizinhos) (padrão = 75 a 100 nucleotídeos (nt)) (disponíveis

em

https://www.dropbox.com/sh/27jp5s4ynko9i0m/AAC5VTNdM2nhqimXWRbYV2cJa?dl=0).

Os esquemas foram preparados para cada vírus individualmente e misturando todos os pools

de primers gerados, Superpool, totalizando aproximadamente 1020 primers no total

combinados em dois pools (pool A e pool B) (cerca de 35-40 pares de primers para cada

vírus).

O teste inicial foi realizado utilizando a amostra controle de ZIKV (11474/16)

disponível na Universidade de Birmingham, Reino Unido, que foi submetida aos ensaios

multiplex PCR [40] e Superpool (apenas com os esquemas de primers dos vírus YFV, MAYV,

OROV, CHIKV e ZIKV), seguido de visualização dos produtos amplificados em gel de

agarose E-gel. Esta amostra tinha valor de Ct = 25 e concentração de RNA de 60ng/μL. Em
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ambos os testes, o RNA foi testado em diferentes diluições de 10x em série, compreendendo

de 1x até 1: 10,000, equivalente a 60 ng/μL a 6 pg/μL de input de material.

As bandas específicas do tamanho correto do esquema foram observadas (em torno

de 400 pb) para o vírus testado individualmente e com os primers do Superpool. As bandas

foram detectadas até a diluição 1:1,000 em ambos os ensaios. Não foram detectadas bandas

nos controles negativos testados, indicando que não houve contaminação (Figura 9).

Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose (2% de agarose) de produtos amplificados por multiplex PCR usando
conjuntos de primers de PCR específicos para ZIKV e pelo ensaio Superpool - All (vírus ZIKV, OROV, MAYV,
YFV e CHIKV) utilizando isolado viral de ZIKV (11474/16) em diferentes diluições - 1, 1:10, 1:100, 1:1,000,
1:10,000.

O ensaio multiplex PCR foi então realizado com o esquema de primers de YFV em 41

amostras clínicas humanas positivas para YFV por RT-qPCR coletadas durante a epidemia de

YFV de 2018 em São Paulo, Brasil. O valor Ct mediano foi 27,74, variando de 4,6 a 37

correspondendo de 1,50E10 até 1,00E00 cópias do genoma por mL de plasma [57]. Após a

quantificação do produto de PCR e a visualização em gel de agarose E-gel, 21 amostras

apresentaram bandas específicas distinguíveis por transiluminação e foram selecionadas para

continuar a preparação da biblioteca e sequenciamento por nanoporos (Tabela 5). As amostras

sequenciadas de YFV (n = 21) tiveram valores médios de Ct = 25,57, entre 5 e 37. A

porcentagem de leituras mapeadas ao genoma referência variou de 1,71% a 97,47%, com uma

profundidade de cobertura média entre 72,50x a 3370x, e a maioria das amostras com

cobertura do genoma em torno de 99,82% sendo a menor 78,11% (Tabela 5).
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Tabela 5 - Resumo dos dados de sequenciamento nanopore do vírus da febre amarela (YFV) usando a
abordagem de PCR multiplex (n = 21) com os valores Ct correspondentes.

Amostra
Valor do

Ct nºreads

%
reads

mapeadas

Profundidad
e média de
cobertura

%
Bases
com

cobertura
%

Identidade N50

%20x
cobertur

a

1003 37.0 31,07 51.85 76.65 99.84 88.9 659 86.36

1005 20.1 68,63 24.72 782.25 99.89 88.5 599 91.64

1009 19.1 20,15 91.08 852.99 99.89 88.9 593 94.09

1019 17.2 54,51 83.20 2,11 99.95 89.1 595 91.88

1020 29.5 124,52 1.71 100.93 99.82 88.7 656 89.11

1023 28.0 64,27 69.62 1,95 92.77 91.5 563 61.13

1024 33.0 179,93 15.14 1,22 87.63 91.3 560 55.70

1029 17.4 35,83 91.41 1,51 99.89 89.1 585 91.68

1030 4.6 65,57 97.47 3,10 99.89 88.9 595 91.85

1032 22.9 61,57 42.48 1,20 99.82 89.0 583 91.51

1042 23.3 27,53 6.25 82.43 99.82 88.8 643 87.95

1045 23.7 51,04 90.14 2,11 99.83 88.9 585 91.73

1053 26.6 78,44 91.50 3,37 99.85 89.0 594 93.92

1055 26.9 103,99 4.83 238.17 78.43 91.9 587 31.66

1059 31.0 25,86 5.87 72.50 99.82 88.8 660 88.77

1063 32.0 38,97 4.17 77.05 99.82 88.8 637 91.02

1065 33.0 39,73 5.51 104.05 99.82 88.9 625 91.35

1068 27.3 245,11 2.40 221.91 86.40 91.6 525 44.53

1073 32.5 49,49 11.24 247.57 78.11 90.7 567 35.01

1074 27.9 80,31 3.09 117.94 99.82 88.7 634 91.55

1075 24.1 171,54 21.26 1,57 87.22 91.5 551 65.64

Legenda: YFV = Vírus da febre amarela;
Ct = limite do ciclo;
reads = leituras;
N50: Metade da sequência do genoma é coberta por contigs maiores ou iguais ao tamanho do contig
N50.
Identidade: Identidade comparada à referência do genoma.

A partir destes dados, foram escolhidas 3 amostras com Cts variando entre 5 e 23

correspondendo de 1,50E10 até 5.50E+03 cópias do genoma por mL de plasma [57]. Essas
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amostras foram submetidas ao ensaio Superpool (YFV, MAYV, OROV, CHIKV e ZIKV).

Após a quantificação do produto de PCR foi realizada a preparação da biblioteca de

sequenciamento por nanoporos. As amostras sequenciadas de YFV (n = 3) tiveram

porcentagem de leituras mapeadas ao genoma referência variou de 91.61% a 94,12%, com

uma profundidade média de cobertura entre 469.174x a 5,151,06x para os Cts 4.6 e 23

respectivamente (Tabela 6). O teste Superpool foi realizado para avaliar se o ensaio com um

grande número de pares de primers na mesma reação afetaria a cobertura do genoma alvo

devido às interações entre os primers em amostras clínicas. Quando analisado o gráfico de

cobertura das reads alinhadas (BAM) mapeadas ao genoma referência (Figura 10), os

resultados demonstraram que o ensaio Superpool pode gerar uma cobertura genômica

semelhante ao teste de primers de arbovírus presentes individualmente conforme o genoma.

Tabela 6 - Informações detalhadas do sequenciamento do genoma do vírus da Febre Amarela, utilizando o
método PCR Multiplex - Superpool.

Amostras Valor do Ct nºreads

%
Bases com
cobertura

Profundidade
máxima de
cobertura

Profundidade
média de
cobertura

1029 Superpool 17.4 119,016 94.12% 13,333 3,392.106

1030 Superpool 4.6 182,054 94.11% 19,820 5,151.06

1032 Superpool 23.0 15,929 91.61% 2,023 469.174

Legenda: Ct = limite do ciclo;
nº = número;
reads = leituras;
% = porcentagem;

Figura 10 - Gráficos de cobertura da amostra 1029 amplificadas pelo esquema de PCR Multiplex de YFV
(painel superior) e para o esquema Superpool (painel inferior) gerado pela ferramenta Tablet.
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Por último, o ensaio Superpool foi investigado aumentando para 14 o número

esquemas de primers na mesma reação (ZIKV, CHIKV, YFV, MAYV, OROV, DENV1-4,

WNV, SLV, ROCV, TCMV e ILHV), somando aproximadamente 1020 primers no total. Este

ensaio foi testado em isolados virais de ZIKV, CHIKV, YFV, MAYV, OROV, DENV1-4,

WNV, SLV, ROCV, TCMV e ILHV fornecidos pelo Centro de Pesquisa em Virologia da

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Ribeirão Preto (SP), Brasil. Os isolados tinham

entre 2,1E04, a 7,5E08 focus forming units FFUs (Tabela 2). [56]

Começando com o ensaio multiplex PCR, os isolados virais de DENV-1, DENV-2,

ZIKV, CHIKV, WNV, STLV, ROCV, MAYV, OROV, TCMV e ILHV foram sequenciados

com os primers individuais de cada vírus respectivamente (Tabela 7). A porcentagem de

cobertura variou entre 88.83% para o segmento M do vírus TCMV até 100% para os vírus

WNV, ROCV, MAYV, ILHV e OROV segmentos L e M. A profundidade média apresentada

foi de 640.787 com mínimo de 400.389 e máximo de 15,557.461x. As mesmas amostras de

cDNA dos vírus ZIKV, DENV-1, DENV-2, MAYV e OROV foram selecionadas e submetidas

ao método Superpool com os 14 esquemas de primers descritos acima (Tabela 7). As maiores

porcentagens de leitura de bases mapeadas observadas foram 100% e 98.7% para os vírus

MAYV e OROV segmento S, respectivamente, com uma média encontrada de 94,8%.

Comparamos a porcentagem de bases com cobertura com as amostras de ZIKV,

DENV-1, DENV-2, MAYV e OROV para cada método - multiplex PCR e Superpool (Figura

11). A comparação revelou um padrão de cobertura semelhante entre os dois métodos e

melhor cobertura com o método Superpool para o vírus DENV-2 quando comparado com o

método multiplex PCR.

Tabela 7 - Informações detalhadas sobre o sequenciamento ONT, usando os esquemas de Multiplex PCR
individualmente ou contendo todos os primers - Superpool.

Amostras Primer nºreads
nºreads

mapeadas

Profundidade
máxima de
cobertura

%
Bases com
cobertura N50

DENV-1 DENV-1 31,481 18,038 400.389 97.402 828

DENV-2 DENV-2 35,868 6,798 598.544 99.736 1,008

ZIKV ZIKV 20,821 15,349 901.015 98.566 666

CHIKV CHIKV 15,714 10,833 657.346 95,064 920

WNV WNV 19,024 14,347 662.495 100 587

STLV STLV 39,535 32,047 1,405.016 96.106 586
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ROCV ROCV 32,463 27,551 1,289.4 100 592

MAYV MAYV 28,668 16,939 1,063.07 100 591

OROV OROV 104,702

S - 38,895
L - 14,218
M - 33,739

S -
15,557.461
L - 989.94

M - 3,669.255

S - 98.707
L - 100
M - 100 565

TCMV TCMV 63,665

S - 11,919
L - 36,504
M - 9,052

S - 1,299.424
L - 11,440.746
M - 624.934

S - 99.954
L - 99.179
M - 88.83 446

ILHV ILHV 21,101 4,441 253,314 100 560

ZIKV Superpool 15,188 8,596 381,768 98,575 561

DENV-1 Superpool 24,811 17,482 337.603 97.189 569

DENV-2 Superpool 23,105 13,678 497.863 98.578 448

MAYV Superpool 16,499 7,347 483.394 100 594

OROV Superpool 58,163

S - 17,848
L - 364

M - 3,545

S - 7,276.109
L - 25.273
M - 385.11

S - 98.707
L - 73.428
M - 97.044 388

Legenda: YFV = vírus da febre amarela;
ZIKV = Zika vírus;
MAYV = Mayaro vírus;
OROV = Oropouche vírus;
CHIKV = Chikungunya vírus;
DENV = Dengue vírus;
WNV = West nile vírus;
STLV = Saint Louis vírus;
ILHV = Ilheus vírus;
ROCV = Rocio vírus;
TACV = Tacaiuma vírus;
Superpool = Combinação de todos os primers;
nº = número;
reads = leituras;
% = porcentagem;
N50 = Metade da sequência do genoma é coberta por contigs maiores ou iguais ao tamanho do contig N50.
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Figura 11: Porcentagem de cobertura de cada vírus amplificado pelos métodos Superpool e com o método
multiplex PCR, esquemas individuais. Legenda: ZIKV = Zika vírus; OROV = Oropouche vírus; DENV =
Dengue vírus; MAYV = Mayaro vírus; Percentage Coverage = porcentagem da cobertura; % = porcentagem.
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3.2 Capítulo 2 - Desenvolvimento de uma abordagem rápida utilizando a fusão de barcodes

para amplificação do genoma completo de múltiplos vírus num único ensaio denominado

SMART-plex.

3.2.1 Resumo

Descrita originalmente em 2001, a estratégia frequentemente chamada de SMART

(Switching mechanism at 5’end of RNA transcript) (Takara Bio USA, Inc) mostrou-se

promissora na geração de bibliotecas de cDNA, mesmo a partir de amostras de RNA

derivadas de células [55]. A maioria dos métodos já descritos baseiam-se na iniciação a partir

de oligo-dT, seguido da amplificação alvo de moléculas de mRNA poliadeniladas. Neste

protocolo, adaptamos a tecnologia SMART como um novo método universal de rápida

detecção, amplificação e preparação de bibliotecas denominado SMART-plex. Neste método,

usamos apenas os primers reversos (right) gerados pelo software primal scheme para cada

vírus estudado (podemos aqui adaptar o método para todos os vírus validados no superpool) e

adicionamos uma tag na região 5’ de cada primer, para a síntese da primeira fita de cDNA

(Tabela 8).

Tabela 8- Exemplo do esquema dos primers right gerado pela ferramenta Primal Scheme com a adição da tag
(em negrito) com a sequência da ONT para amplificação do genoma completo do vírus Zika (ZIKV) com o
ensaio SMART-plex.

Primer Sequência (5'-3')

ZIKA_1_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACAGTATGCACTC

ZIKA_2_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACTGATTCCAACC

ZIKA_3_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACTACGGTGACAC

ZIKA_4_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACGGAGCCATG

ZIKA_5_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACTGTGCGTCC

ZIKA_6_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACCCATCTGTC

ZIKA_7_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACCGCCTCC

ZIKA_8_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACTTGACTGCTGC

ZIKA_9_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACGAGTGGGCA

ZIKA_10_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACGTGGGACTTT

ZIKA_11_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACCCTGGGC

ZIKA_12_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACTATCAGCGCC

ZIKA_13_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACAGAGAGAGGAGC
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ZIKA_14_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACTTTCCCATGT

ZIKA_15_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACTACACTCCATC

ZIKA_16_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACGCTCCAATGT

ZIKA_17_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACCCTCTAAGGG

ZIKA_18_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACTGGTGAGTTGG

ZIKA_19_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACGCCATCAAGT

ZIKA_20_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACCCTTTGCTC

ZIKA_21_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACCTCCAAAAGCC

ZIKA_22_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACATTCTGGCTG

ZIKA_23_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACAAGTGGTCACT

ZIKA_24_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACTCTCCACTTG

ZIKA_25_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACCCTTCCATT

ZIKA_26_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACACCAGGGC

ZIKA_27_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACATGTGTAGAGTT

ZIKA_28_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACGGGCCTC

ZIKA_29_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACATGCTGCATTG

ZIKA_30_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACTAATCCCAGC

ZIKA_31_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACCGTAAGTGA CAAC

ZIKA_32_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACTGTCCCATC

ZIKA_33_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACATCCACACTC

ZIKA_34_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACTGACTAGCAGG

ZIKA_35_RLB_9 TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACACCACTAGTC

Em seguida, a partir do mecanismo derivado das enzimas transcriptases reversas

(RTases) do tipo MMLV (Moloney Murine Leukemia Vírus), nucleotídeos não modelados

(principalmente desoxicitidinas) são adicionados à extremidade 3' da fita de cDNA

recém-sintetizada, podemos assim utilizar o mecanismo de template switching através dos

primers SSP (Strand Switching Primers) que possuem sequências rGrGrG complementares às

desoxicitidinas adicionadas durante a transcrição. Estes produtos de cDNA marcados podem

ser então amplificados utilizando barcodes já disponíveis da Oxford Nanopore Technologies

(ONT, UK) (Rapid PCR barcoding kit) que contém a mesma sequência das tags adicionadas

aos primers gene específicos e SSPs, além de uma molécula química, por via de uma reação

de PCR convencional. Os produtos em seguida são purificados e os adaptadores de

sequenciamento podem ser adicionados rapidamente via click chemistry, uma reação química
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que torna não necessária a utilização de enzimas de ligação e preparação de biblioteca de

sequenciamento (Figura 12).

Figura 12 - Esquema do protocolo SMART-plex. Legenda: Reverse transcription with multiplex primers =
transcrição reversa com primers multiplex; Template switching with SSP = template switching com primers
(Strand switching primers) SSP; Amplification with barcoded primers = amplificação com primers com
barcodes.

O PCR Multiplex embora seja o método de escolha no momento, é um método

demorado (>10 horas) com grande demanda de trabalho manual. Neste protocolo também

investigamos o resultado da utilização de diferentes primers de diferentes tamanhos na mesma

reação de PCR para avaliar a sua capacidade de amplificar e gerar o genoma completo de

arbovírus presentes individualmente ou/e em misturas a fim de gerar um completo painel

rápido com os principais arboviruses circulantes no Brasil.

O protocolo prossegue em seis estágios: (i) preparação dos pools dos primers

SMART-plex, (ii) extração do RNA, (iii) síntese de cDNA, (iv) PCR, (v) preparo da biblioteca

de sequenciamento e sequenciamento MinION e (vi) análise bioinformática e controle de

qualidade (QC).
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3.2.2 Material e métodos

3.2.2.1 Seleção de amostras

Utilizamos para desenvolvimento dos métodos amostras de isolados do vírus Zika -

Referência: OMS - (11474/16), disponível em School of Biosciences, University of

Birmingham, Reino Unido.

Para validação metodológica, as amostras clínicas humanas incluíram:

- 41 amostras de plasma previamente positivas para YFV coletadas entre 11 de

janeiro e 10 de maio de 2018, com valores de Cts ≤ 37 (Tabela 3) obtidas no Hospital das

Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HC-FMUSP), São Paulo,

Brasil (Tabela 9) [57].

Os participantes ou seus representantes legais forneceram consentimento informado assinado.

O panorama ético foi fornecido pelos conselhos de revisão institucional do HC-FMUSP e do

Instituto de Doenças Infecciosas "Emílio Ribas ''.

Tabela 9 - Descrição das amostras positivas para vírus da febre amarela (YFV) (n = 41) por reação em cadeia da
polimerase quantitativo em tempo real (RT-qPCR) com as amostras correspondentes, valores de Ct, cópias
estimadas do genoma por mL e tamanho de referência do vírus.

Amostra Vírus

Tipo de
Amostr

a Valor Ct

Número estimado de cópias
do genoma na amostra

(/mL)
Tamanho da

referência (nts)

1002 YFV Plasma 33.4 2.50E+00 10,859

1003 YFV Plasma 37.0 1.00E+00 10,859

1004 YFV Plasma 36.0 1.20E+00 10,859

1005 YFV Plasma 20.1 1.80E+04 10,859

1007 YFV Plasma 36.8 1.20E+00 10,859

1009 YFV Plasma 19.1 3.90E+04 10,859

1010 YFV Plasma 33.7 2.50E+00 10,859

1019 YFV Plasma 17.2 2.10E+05 10,859

1020 YFV Plasma 29.5 5.80E+01 10,859

1023 YFV Plasma 28.0 2.00E+02 10,859
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1024 YFV Plasma 33.0 2.50E+00 10,859

1026 YFV Plasma 28.4 1.10E+02 10,859

1028 YFV Plasma 28.2 1.10E+02 10,859

1029 YFV Plasma 17.4 2.10E+05 10,859

1030 YFV Plasma 4.6 1.50E+10 10,859

1032 YFV Plasma 22.9 5.50E+03 10,859

1036 YFV Plasma 23.3 2.75E+03 10,859

1037 YFV Plasma 31.9 1.00E+01 10,859

1042 YFV Plasma 23.3 2.75E+03 10,859

1043 YFV Plasma 25.8 8.00E+02 10,859

1045 YFV Plasma 23.7 2.75E+03 10,859

1053 YFV Plasma 26.6 2.80E+02 10,859

1055 YFV Plasma 26.9 2.80E+02 10,859

1059 YFV Plasma 31.0 2.80E+01 10,859

1063 YFV Plasma 32.0 7.00E+00 10,859

1065 YFV Plasma 33.0 2.80E+00 10,859

1066 YFV Plasma 29.3 3.00E+01 10,859

1068 YFV Plasma 27.3 1.50E+02 10,859

1069 YFV Plasma 30.1 2.80E+01 10,859

1070 YFV Plasma 28.0 1.10E+02 10,859

1072 YFV Plasma 27.6 1.50E+02 10,859

1073 YFV Plasma 32.5 7.00E+00 10,859

1074 YFV Plasma 27.9 1.50E+02 10,859

1075 YFV Plasma 24.1 1.70E+03 10,859

1076 YFV Plasma 34.8 2.30E+00 10,859

1078 YFV Plasma 28.6 1.10E+02 10,859

1079 YFV Plasma 25.5 6.50E+02 10,859

1080 YFV Plasma 31.6 1.10E+02 10,859

1081 YFV Plasma 25.2 6.50E+02 10,859

1082 YFV Plasma 33.8 2.80E+00 10,859

1086 YFV Plasma 28.2 1.10E+02 10,859

Legenda: YFV = vírus da febre amarela;
Ct = limite de ciclo;
nts = nucleotídeos;
PCR = reação em cadeia da polimerase.
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3.2.2.2 Primers gerados durante a validação do protocolo SMART-plex.

Para o ensaio SMART-plex os primers foram gerados pela mesma ferramenta Primal

Scheme (https://primalscheme.com) utilizada para o desenvolvimento do método Superpool,

seguindo as mesmas instruções anteriores para cada vírus. No ensaio SMART-plex

sintetizamos apenas os primers Right (reversos), de diferentes tamanhos, com diferentes tags

na região 5’ de cada primer. Além disso, é necessário a síntese do primer SSP (Strand

Switching primer) contendo a mesma tag dos primers genes específicos seguido da sequência

rGrGrG.

Para a padronização deste ensaio foram testados diferentes sequências das tags de

diferentes kits (ONT - PCR-cDNA Sequencing kit, NEB Single Cell/Low Input RNA Library

Prep Kit for Illumina® é ONT - Rapid barcoding kit - RLB). Também foram testados

diferentes comprimentos das sequências contendo os nucleotídeos gene específicos do vírus

Zika gerados no Primal Scheme (18 nt, 15 nt, 12 nt e 8 nt).

Primers testados durante a validação do protocolo SMART-plex:

Oligos ONT - PCR-cDNA Sequencing kit

Tag + Zika_400_35_RIGHT_*

/5phos/ACT TGC CTG TCG CTC TAT CTT CAC CAC TAG TCC CTC TTC TG - 3’ (tag

+ 18nt)

/5phos/ACT TGC CTG TCG CTC TAT CTT CAC CAC TAG TCC CTC TT- 3’ (tag +

15nt)

/5phos/ACT TGC CTG TCG CTC TAT CTT CAC CAC TAG TCC CT- 3’ (tag + 12nt)

/5phos/ACT TGC CTG TCG CTC TAT CTT CAC CAC TAG TC- 3’ (tag + 9nt)

SSP_3mG

5’ - TTT CTG TTG GTG CTG ATA TTG C TrGrGrG - 3’

PR2 (e.g. in PRM of cPRM)
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TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

Oligos NEB

Tag + Zika_400_35_NEB_*

AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CAC CAC TAG TCC CTC TTC T- 3’ (tag +

18nt)

AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CAC CAC TAG TCC CTC TT - 3’ (tag +

15nt)

AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT A CAC CAC TAG TCC CT- 3’ (tag + 12nt)

AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT A CAC CAC TAG TC - 3’ (tag + 9nt)

NEBNext Template Switching Oligo  (SSP)

5’ - GCT AAT CAT TGC AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT A CAT rGr GrG - 3 ́

NEBNext Single Cell cDNA PCR Primer (PCR)

5 ́- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT - 3 ́

Oligos RLB - SMART-plex

SMART-plex YFV (all YFV_Right_500)

YFV_500_Right_1_RLB - YFV_500_Right_1_27_RLB

RLB SSP

GCT AAT CAT TGC TTT TTC GTG CGC CGC TTC AAC ATrG rGrG

RLB PCR

TTT TTC GTG CGC CGC TTC A
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Os esquemas de primers para os vírus ZIKV, CHIKV, YFV, MAYV, OROV, WNV,

DENV1, DENV2, DENV3, DENV4, ROCV, ILHV, TCV e STLV foram gerados durante

validação do ensaio Superpool com amplicons escolhidos entre 400-1000 bp e o Overlap

entre 75 a 100 nt, disponíveis em:

https://www.dropbox.com/sh/27jp5s4ynko9i0m/AAC5VTNdM2nhqimXWRbYV2cJa?dl=0.

Após validação do método SMART-plex, os primers foram adaptados adicionando a tag e os

primers right foram gerados para cada vírus, disponíveis em:

https://www.dropbox.com/sh/27jp5s4ynko9i0m/AAC5VTNdM2nhqimXWRbYV2cJa?dl=0.

Após síntese, os primers foram pré-diluídos em tampão TE 1X (Cat No. 93302,

Sigma-Aldrich, USA) a uma concentração final de 100 μM. Para a preparação dos pools dos

primers, os primers a 100 μM foram combinados, de acordo com os esquemas gerados,

adicionando um volume igual de cada um (5 μL), gerando um pool estoque de 100 μM.

3.2.2.3 Extração de ácido nucléico viral

Para a amostra referência de ZIKV o RNA viral foi isolado de a partir de 200 μl do

material titulado usando o QIAamp Viral RNA Mini Kit (Cat No. 52906, Qiagen, Alemanha)

de acordo com as instruções do fabricante e eluído em 50 μl de tampão de eluição (EB). Para

as amostras clínicas de YFV, o RNA viral foi extraído a partir de 200 μl de material usando a

plataforma de extração automática de DNA/RNA do sistema NucliSENS EasyMag

(BioMerieux, UK) e eluído em 50 μl.

3.2.2.4 Síntese de cDNA SMART-plex e PCR rápido

Para a síntese do cDNA do ensaio SMART-plex, 10 μl do RNA extraído, 1 μl do

pool de primers SMART-plex primers right, 2 μM e 1 μl de dNTPs 10 mM (Cat No. N0447L,

New England BioLabs, EUA) foram misturados e incubados por 5 min a 65 ° C, depois

colocados em gelo. 4 μl do buffer SuperScript IV First-Strand Synthesis System, 1 μl de DTT

0,1 M, 1 μl de RNase OUT, 1 μl de RLB TSO (oligo de RNA)

(GCTAATCATTGCTTTTTTCGTGCGCCGCTTCAACATrGrGrG, 2 μM), e 1 μL de

SuperScript IV (Cat No. 18091200, Thermo Fisher Scientific, USA) foram misturados com

12 μl do RNA previamente anelado e incubados por 90 min a 42 ° C seguido por 10 min a 70
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° C. Esses produtos de cDNA foram então amplificados usando o kit RLB (1-12)

SQK-RPB004 kit (ONT, Reino Unido) ou RLB PCR (TTTTTCGTGCGCCGCTTCA, 20 μM)

como controle da PCR (Tabela 10).

Tabela 10 - Realização do ensaio SMART-plex PCR.

Legenda: NFW = Nuclease free water;
PCR = reação em cadeia da polimerase;
cDNA = DNA complementar;
sec = segundos;
min = minutos.

Os produtos de PCR foram então purificados usando uma proporção de 1:1 de beads

magnéticas AMPure XP (Cat No. A63881, Beckman Coulter, UK) e quantificados usando

fluorimetria com o kit Qubit dsDNA High Sensitivity Assay (Cat No. Q32854, Life

Technologies, EUA) e instrumento Qubit 3.0 (Life Technologies, EUA), ambos de acordo

com as instruções do fabricante.

Um gel foi preparado com os produtos de PCR gerados utilizando o E-gel Agarose

2% (Cat No. G402002, Thermo Fisher Scientific, EUA) em equipamento E-gel (Thermo

Fisher Scientific, EUA) e a corrida foi realizada até que as bandas fossem distinguíveis por

transiluminação.

3.2.2.5 Preparação e sequenciamento de biblioteca de nanopore ensaio SMART-plex

O preparo das bibliotecas foi realizado seguindo as instruções do fabricante. As

bibliotecas MinION foram preparadas usando 50 ng de cada cDNA amplificado, agrupados de

maneira equimolar - 400 ng em 10 µl de Tris-HCl 10 mM pH 8,0 com NaCl 50 mM. 1 µl de

adaptador RAP foi adicionado à biblioteca e incubado à temperatura ambiente durante 5 min.
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50 ng das bibliotecas finais foram carregados em flow cells FLO-MIN106 no dispositivo

MinION (ONT, Reino Unido) e sequenciados usando MinKNOW 1.15.1 com o script de

execução padrão de 48 horas.

3.2.2.6 Análise bioinformática

Os arquivos brutos FAST5 foram convertidos em FASTQ usando o software Guppy

basecaller versão 2.2.7 GPU (ONT, Reino Unido, UK), depois trimados e demultiplexados

usando Porechop v.0.3.2pre (https://github.com/rrwick/Porechop) que identifica sequências de

DNA diretamente dos dados brutos e encontra e remove os adaptadores ligados durante o

sequenciamento. Os arquivos FASTQ das amostras foram alinhados e mapeados contra um

painel gerado contendo o genoma referência de cada vírus estudado no painel (número de

acesso do GenBank: JF912190 (YFV), KX893855.1 (ZIKV), KP164568.1 (CHIKV),

KP691623.1, KP691622.1 KP691621.1 (OROV - segmentos S, M e L), NC_043694.1,

NC_043693.1, NC_043692.1 (TACV - segmentos S, M e L), MH643887.1 (WNV),

NC_003417.1 (MAYV), NC_007580.2 (STLV), NC_009028.2 (ILHV), NC_040776.1

(ROCV), KF672760.1 (DENV1), NC_001474.2 (DENV2), NC_001475.2 (DENV3) e

JN559741.2 (DENV4)), usando minimap2 versão 2.28.0 e convertido para um arquivo BAM

usando samtools sort [58] (painel disponível:

https://www.dropbox.com/sh/27jp5s4ynko9i0m/AAC5VTNdM2nhqimXWRbYV2cJa?dl=0.).

NanoStat software versão 1.1.2 foi usado para calcular o número total de reads (raw files) e

comprimento mínimo do contig para cobrir 50 por cento do genoma (N50) das reads

mapeadas (BAM file). Tablet 1.19.05.28 [59] foi usado para visualização do genoma e para

calcular o número de reads mapeadas, porcentagem de cobertura do genoma e profundidade

de cobertura.

3.2.3 Resultados

Neste estudo, desenvolvemos a tecnologia SMART-plex, uma abordagem baseada

no kit já disponível e validado NEBNext Single-cell/low-input RNA (cat No. E6420, New England

BioLabs, USA). Modificamos esse método para utilização de primers gene específicos

marcados com uma tag adicional para anelamento inicial, seguido pela síntese de cDNA com
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primers Strand Switching (SSP). A posterior amplificação é realizada usando uma versão de

kit de sequenciamento compatível da Oxford Nanopore Technologies (ONT, UK), que possui

primers complementares às tags já contendo barcodes ligados. A ligação dos barcodes

durante o ensaio PCR permite que o preparo da biblioteca de sequenciamento que antes era de

6 horas, passe a ser 10 minutos, sendo necessário apenas a ligação dos adaptadores, via click

chemistry, permitindo uma rápida detecção, caracterização e sequenciamento do genoma

completo dos vírus alvos (Figura 13). Comparando a tecnologia SMART-plex com a

tecnologia padrão-ouro já padronizada Multiplex PCR (40), o tempo do fluxo de trabalho

laboratorial caiu de 14 horas para 5 horas e 40 minutos (62%).

Figura 13 - Comparação entre as etapas e o tempo dos fluxos de trabalho - sequenciamento tilling amplicon -
Multiplex PCR e SMART-plex. O método Rapid SMART-9N contém o esquema strand switching com primers
gene específicos marcados como parte da síntese de cDNA SMART e PCR com primers marcados contendo
barcodes. Legendas: hrs = horas; cDNA synthesis and Multiplex PCR = síntese do DNA completar e PCR
multiplex; Clean up and quantification = purificação e quantificação; Library preparation = preparo da
biblioteca; Ligation of barcodes = ligação dos barcodes; Ligation of adapters = ligação dos adaptadores; SMART
cDNA synthesis and barcoding PCR = Síntese de cDNA SMART e PCR com barcoding; Ligation of adapter via
click chemistry = Ligação dos adaptadores via click químico; min = minutos.
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Os esquemas de primers foram gerados para os vírus Zika, Chikungunya, Febre

Amarela, Mayaro, Oropouche, West nile (WNV), Dengue 1-4 (DENV1, DENV2, DENV3,

DENV4), Rocio (ROCV), Ilhéus (ILHV), Tacaiuma (TCV) e Saint Louis (STLV) pela

ferramenta online Primal Scheme durante a validação do teste Superpool. Os comprimentos

dos amplicons dos esquemas de primers escolhidos foram entre 400-1000 pares de base (bp) e

o Overlap padrão (comprimento da sobreposição entre os amplicons vizinhos) (padrão = 75 a

100 nucleotídeos (nt)) (disponíveis em

https://www.dropbox.com/sh/27jp5s4ynko9i0m/AAC5VTNdM2nhqimXWRbYV2cJa?dl=0).

Para o método SMART-plex, adaptamos os primers gerados acima e utilizamos apenas os

primers reversos (right) em diferentes tamanhos para cada vírus individualmente e

adicionando tags nas regiões 5’ de cada primer. (disponíveis em

https://www.dropbox.com/sh/27jp5s4ynko9i0m/AAC5VTNdM2nhqimXWRbYV2cJa?dl=0).

O teste inicial foi realizado utilizando a amostra controle de ZIKV (11474/16)

disponível na Universidade de Birmingham, Reino Unido, que foi submetida ao ensaio

SMART-plex. Esta amostra tinha valor de Ct = 25 e concentração de RNA de 60 ng/μL.

Primeiro foi realizada a comparação entre os primers contendo a tag dos kits ONT -

PCR-cDNA Sequencing (/5phos/ACT TGC CTG TCG CTC TAT CTT C) e NEB - Single

Cell/Low Input RNA Library Prep Kit for Illumina®, (AAG CAG TGG TAT CAA CGC

AGA GT) adicionadas aos primers gene específicos de ZIKV e primers Strand Switching

(SSP). A única diferença entre os dos kits são as sequências das tags e os comprimentos das

sequências dos primers SSP - 23 nt para o kit da ONT e 39 nt para o kit da NEB e a adição da

sequência /5phos/ nos primers polyA do kit da ONT. Para esse teste, foi utilizado apenas um

primer - Tag + Zika_400_35_RIGHT (18nt) para início da transcrição reversa. A síntese de

cDNA foi realizada a uma temperatura de 42°C que é a temperatura ideal para o mecanismo

de Strand Switching descrita nos protocolos dos kits testados para o protocolo SMART.
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Figura 14 - Gráficos de cobertura da amostra de referência - ZIKV para o ensaio SMART-plex utilizando
primers contendo as sequências da ONT - gerado por Tablet.

Figura 15 - Gráficos de cobertura da amostra de referência - ZIKV para o ensaio SMART-plex utilizando
primers contendo as sequências da NEB - gerado por Tablet.

Esse primer deveria amplificar apenas a região alvo do primer

Zika_400_35_RIGHT, a região circulada em vermelho nas figuras 14 e 15 de

aproximadamente 400 bp. No entanto, o teste resultou em apenas amplificações inespecíficas.

Isso ocorreu porque a temperatura de anelamento dos primers gene específicos são maiores >

65°C, devido ao tamanho dos primers gerados + tag. No entanto, a temperatura ideal para o

mecanismo Strand Switching é de 42 °C resultando em anelamento inespecífico dos primers

sobre o genoma do ZIKV.

Com esse resultado do teste realizado, no entanto, pudemos notar uma grande

diferença no tamanho das reads geradas quando utilizados os primers contendo as sequências
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do kit NEB Single Cell/Low Input RNA Library Prep Kit for Illumina®. Além disso, notamos

que para conseguir uma temperatura de anelamento não tão alta, que fosse compatível com a

temperatura de anelamento dos primers gene específicos e de transcrição reversa dos primers

SSP, teríamos que usar os primers mais curtos, contendo apenas 9 nucleotídeos com as

sequências dos primers gene específicos + tag.

Portanto, no teste seguinte foram testadas diferentes temperaturas de anelamento

para a síntese de cDNA - 42, 47 e 52°C, utilizando primers contendo 9 nts + a tag do kit da

ONT, buscando amplificação específica dos primers contendo as sequências do ZIKV (Figura

16).

Figura 16 - Gráficos de cobertura da amostra de referência - ZIKV para o ensaio SMART-plex utilizando
diferentes temperaturas para o teste da transcrição reversa, 42°C, 47°C e 52°C, utilizando primers contendo as
sequências da ONT - gerado por Tablet.

Com esse teste notamos que a temperatura ideal para a reação é a de 52°C. Com essa

temperatura, obtivemos uma melhor amplificação na região alvo e menor amplificação

inespecífica observada pelo genoma do ZIKV quando comparado com os testes anteriores.

Por último, testamos essa mesma condição com os primers da NEB. Por apresentar

tamanhos de reads maiores quando comparado com os primers da ONT (Figuras 14 e 15), o
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que seria importante para o teste, testamos os primers com 9 nucleotídeos + tag NEB com a

temperatura de transcrição reversa a 52°C.

Figura 17 - Gráficos de cobertura da amostra de referência - ZIKV para o ensaio SMART-plex utilizando
temperatura de transcrição reversa de 52°C. Primers utilizados: 9 nucleotídeos gene específicos + tag com
sequências da NEB - gerado por Tablet.

A partir dos resultados apresentados com os primers da NEB com a temperatura

ideal da reação, adaptamos os primers da ONT, para que possuísse a sequência complementar

do kit rápido de sequenciamento da ONT e também tivesse como produto de sequenciamento

reads mais longas como apresentado na figura 17. Adicionamos então nucleotídeos

complementares da NEB à tag da ONT (SSP: GCT AAT CAT TGC TTT TTC GTG CGC

CGC TTC AAC ATrG rGrG). O próximo passo foi testar as condições padronizadas descritas

anteriormente com amostras clínicas de YFV já sequenciadas pelo ensaio padronizado

multiplex PCR (25), com o ensaio SMART-plex, e também multiplexando todos os primers

gerados pelo Primal Scheme SMART-plex-YFV. Foram selecionadas amostras com valores de

Ct entre 17 e 36. (Tabela 11) (Figura 18).
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Tabela 11 - Resumo dos dados de sequenciamento de nanoporos de vírus usando a abordagem SMART-plex com
amostras positivas para o vírus da febre amarela (YFV) (n = 6) com os valores Ct correspondentes.

Amostras Valor do Ct nºreads Cobertura %Identidade N50
1055_YFV_plex 26.9 233824 100% 91.6 403.0
1004_YFV_plex 36.0 39636 100% 91.9 569.0
1020_YFV_plex 29.5 278728 100% 90.9 439.0
1045_YFV_plex 23.7 105912 100% 91.6 461.0
1005_YFV_plex 20.1 106090 95.2% 91.5 445.0
1019_YFV_plex 17.2 21305 100% 91.5 933.0

Figura 18: Gráfico de cobertura da amostra ARB 1019 para o ensaio SMART-plex gerado por Tablet.

O teste obteve cobertura genômica de 100% em 5 das 6 amostras testadas, com a

menor cobertura de 95.2%. Para a amostra 1019, a profundidade média de cobertura foi de

879 e profundidade máxima de 1,334, demonstrando que o teste SMART-plex é uma

metodologia que poderá ser utilizada para sequenciamento de arbovírus após finalização dos

testes e validação. O resultado apresentado aqui revelou melhor cobertura genômica que os

outros protocolos testados anteriormente - PCR Multiplex, com cobertura genômica média de

94%. Ainda esse protocolo é de menor complexidade e compatível com o kit Rapid

Barcoding kit da ONT, que após validação, será possível realizar todo o procedimento em até

4 horas e adicionando um maior número de barcodes para diminuir o custo da reação.
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3.3 Capítulo 3 - Desenvolvimento de um protocolo de metagenômica viral SMART-9N e um

protocolo rápido de metagenômica Rapid SMART-9N para rastreio de vírus de RNA e

potencial descoberta de novos vírus

3.3.1 Resumo

Os vírus de RNA são responsáveis ​​por causar uma ampla gama de doenças humanas

e veterinárias. Nas últimas décadas, os vírus de RNA têm sido uma das principais causas de

infecções emergentes e reemergentes, incluindo o vírus Zika (ZIKV), o vírus da dengue

(DENV), o vírus da imunodeficiência humana (HIV), o vírus Ebola (EBOV), o vírus da febre

amarela (YFV), e recentemente, síndrome respiratória aguda grave coronavírus 2

(SARS-CoV-2). As epidemias e pandemias resultantes causaram alta morbidade, mortalidade

e custos econômicos. [10]

Até o momento, nossa capacidade de gerenciar esses surtos é prejudicada pelo

desafio de fazer um diagnóstico clínico definitivo, pois muitos desses vírus são

frequentemente indistinguíveis daqueles causados ​​por vírus co-circulantes e alguns patógenos

bacterianos [35, 36]. Os testes diagnósticos podem ser limitados por baixa especificidade, no

caso dos testes sorológicos, ou exigir o conhecimento a priori dos vírus a serem alvo ​​no caso

de reação em cadeia da polimerase quantitativo em tempo real (RT-qPCR). Por essas razões, a

doença febril aguda frequentemente permanece sem diagnóstico, levando à falha da vigilância

epidemiológica. Os sistemas de vigilância genômica rápida são essenciais para identificar

vírus emergentes, detectar e monitorar a diversidade viral e serem ferramentas capazes de

preparar ou até mesmo prevenir novos surtos. [60]

Novas ferramentas foram impulsionadas por avanços tecnológicos em

sequenciamento. Os primeiros exemplos de vigilância genômica em tempo real [16, 39] foram

conduzidos a partir de sequenciamento de amplicons direcionados no equipamento MinION

(Oxford Nanopore Technologies (ONT)). Esses estudos exploraram a portabilidade do

sequenciamento de nanoporos para obter um tempo de resposta mais rápido, sequenciando as

amostras perto de onde foram coletadas. Embora bem-sucedida para a epidemia de EBOV na

África Ocidental e surtos de ZIKV, CHIKV, DENV e YFV no Brasil [23, 44, 61], esta

abordagem é melhor quando a cepa do surto é conhecida, mas é menos adequada para

diversos grupos virais ou para descoberta de vírus.
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A metagenômica viral, o processo de sequenciamento do conteúdo total de ácido

nucleico em uma amostra (normalmente cDNA ou DNA), permite a caracterização genômica

de vírus conhecidos e novos vírus de maneira não direcionada. Essa técnica é particularmente

útil para diagnósticos, laboratórios clínicos e vigilância genômica em saúde pública [48-50].

No entanto, o sequenciamento metagenômico viral diretamente de amostras clínicas pode

resultar em baixa sensibilidade, especialmente em amostras com uma baixa abundância de

material genômico viral em relação ao ácido nucleico derivado do hospedeiro [52-54].

Durante o projeto ZiBRA em 2016, não foi possível gerar sequências genômicas completas

diretamente de amostras clínicas usando abordagens metagenômicas [40]. Além da baixa

carga viral apresentada nas amostras (com valores de Cts entre 33,9 e 35,9 - equivalente a

10-48 cópias do genoma por microlitro), as flow cells R6 (chips para sequenciamento ONT)

disponíveis geravam uma média de 500 Mb de dados por sequenciamento, sendo considerado

na época, uma tecnologia de baixo rendimento. Neste caso, as sequências do vírus Zika

continham <0,01% do conjunto de dados, resultando em cobertura incompleta. Maior

cobertura e profundidade são críticas para a reconstrução precisa do genoma e subsequente

inferência filogenética.

Recentemente, melhorias no sequenciamento por nanoporos, (lançamento da flow

cell R9.5.1) e novos kits de sequenciamento (SQK-LSK109) estão permitindo gerar >50 Gb

de dados por sequenciamento, indicando que sequenciamento metagenômico diretamente de

amostras clínicas poderia ser agora viável, o que potencialmente significa que novos vírus e

linhagens podem ser detectados a partir de um teste rápido e universal. O sequenciamento

metagenômico usando tecnologia nanopore já se mostrou promissor por Kafetzopoulou et al.

(2018) que relatou o sequenciamento metagenômico de amostras de LASV, DENV e CHIKV

[62], e por Lewandowski et al. (2019) que sequenciou o vírus Influenza de amostras

respiratórias [63].

Neste estudo, descrevemos uma abordagem SMART (Switching mechanism at 5’ end

of RNA Template) de alta sensibilidade e baixo input para metagenômica utilizando a

tecnologia nanopore, para detecção e sequenciamento de vírus de RNA de amostras de

isolados ou diretamente de amostras clínicas. A abordagem SMART foi originalmente descrita

em 2001 [55], em um protocolo em que foi utilizado oligo-dT priming para direcionar

moléculas de mRNA poliadeniladas. Adaptamos este método para priming randômico para a

síntese de cDNA seguido de amplificação por PCR, e em seguida adaptamos com primers de
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PCR ligados aos barcodes - Rapid SMART-9N, permitindo a amplificação viral e adição de

barcodes em uma única etapa.

O método SMART-9N recuperou uma alta proporção de reads virais do isolado de

ZIKV em até 6e00 FFU/mL de input de material, incluindo 94,4% do genoma em uma única

read. Os métodos foram validados em YFV e SARS-CoV-2 diretamente de amostras clínicas

de plasma e de nasofaringe residual, respectivamente. O desempenho deste ensaio foi

comparado a um método de PCR multiplex padrão-ouro [40], demonstrando melhorias na

sensibilidade do sequenciamento, cobertura, profundidade, custo e complexidade de ambos

SMART-9N e Rapid SMART-9N, permitindo uma detecção aprimorada de patógenos para

aplicação de diagnóstico e vigilância de vírus de RNA.

3.3.2 Material e métodos

3.3.2.1 Seleção de amostras

Utilizamos para testes iniciais dos métodos amostras de isolados do vírus Zika -

Referência: OMS - (11474/16), disponível na School of Biosciences, University of

Birmingham, Reino Unido.

Para desenvolvimento do método usamos uma cepa isolada de ZIKV BeH815744

(GenBank No. de Acesso KU365780) propagada em células Vero (CCL-81; ATTC, Manssas,

EUA) com meio essencial mínimo (MEM) por 2 horas a 37 ° C e 5% de CO2. O sobrenadante

foi removido e o MEM suplementado com 2% de soro fetal bovino, 1% de penicilina e

estreptomicina foram adicionados. As células foram incubadas por 4 dias até 70% do efeito

citopático. Posteriormente, o sobrenadante da cultura celular foi coletado e a replicação viral

foi confirmada por meio da reação de RT-qPCR [64] e quantificada por um ensaio FFU em

células Vero [56]. Esta amostra foi usada para avaliar o desempenho de todos os três métodos:

PCR multiplex, SMART-9N e Rapid SMART-9N .

As abordagens metagenômicas, SMART-9N e Rapid SMART-9N também foram

testadas em diferentes diluições de 10x em MEM até 1-1,000.000 para avaliação do limite de

detecção dos métodos (Tabela 12, Tabela 13).
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Tabela 12 - Descrição das amostras coletadas e protocolo realizado para cada amostra.

Amostra Multiplex PCR SMART-9N Rapid SMART-9N

ZIKV referência X X X

YFV amostra clínica X X X

SARS-CoV-2 amostra clínica X X

Legenda: ZIKV = vírus Zika;
YFV = vírus da febre amarela;
SARS-CoV-2 = síndrome respiratória aguda grave coronavírus 2.

Tabela 13 - Descrição das amostras positivas para a amostra de referência do zika vírus cepa BeH815744
(ZIKV) (n = 1), vírus da febre amarela (YFV) (n = 41) e síndrome respiratória aguda grave coronavírus 2
(SARS-CoV-2) (n = 10) por reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR) com os tipos de amostra
correspondentes, valores Ct, unidades formadoras de foco estimadas (FFU) por mililitro ou cópias estimadas do
genoma por mL e o tamanho da referência de cada vírus (nts).

Amostra Vírus Tipo de
amostra

Valor do
Ct

Estimados valores de
unidades formadoras de

foco (FFU) por mililitro ou
cópias do genoma por mL

Tamanho de
referência (nts)

ZIKV Ref ZIKV Isolate 15.1 6E+07 10,808

1002 YFV Plasma 33.4 2.50E+00 10,859

1003 YFV Plasma 37.0 1.00E+00 10,859

1004 YFV Plasma 36.0 1.20E+00 10,859

1005 YFV Plasma 20.1 1.80E+04 10,859

1007 YFV Plasma 36.8 1.20E+00 10,859

1009 YFV Plasma 19.1 3.90E+04 10,859

1010 YFV Plasma 33.7 2.50E+00 10,859

1019 YFV Plasma 17.2 2.10E+05 10,859

1020 YFV Plasma 29.5 5.80E+01 10,859

1023 YFV Plasma 28.0 2.00E+02 10,859

1024 YFV Plasma 33.0 2.50E+00 10,859

1026 YFV Plasma 28.4 1.10E+02 10,859

1028 YFV Plasma 28.2 1.10E+02 10,859

1029 YFV Plasma 17.4 2.10E+05 10,859

1030 YFV Plasma 4.6 1.50E+10 10,859

1032 YFV Plasma 22.9 5.50E+03 10,859

1036 YFV Plasma 23.3 2.75E+03 10,859

1037 YFV Plasma 31.9 1.00E+01 10,859

1042 YFV Plasma 23.3 2.75E+03 10,859

1043 YFV Plasma 25.8 8.00E+02 10,859
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1045 YFV Plasma 23.7 2.75E+03 10,859

1053 YFV Plasma 26.6 2.80E+02 10,859

1055 YFV Plasma 26.9 2.80E+02 10,859

1059 YFV Plasma 31.0 2.80E+01 10,859

1063 YFV Plasma 32.0 7.00E+00 10,859

1065 YFV Plasma 33.0 2.80E+00 10,859

1066 YFV Plasma 29.3 3.00E+01 10,859

1068 YFV Plasma 27.3 1.50E+02 10,859

1069 YFV Plasma 30.1 2.80E+01 10,859

1070 YFV Plasma 28.0 1.10E+02 10,859

1072 YFV Plasma 27.6 1.50E+02 10,859

1073 YFV Plasma 32.5 7.00E+00 10,859

1074 YFV Plasma 27.9 1.50E+02 10,859

1075 YFV Plasma 24.1 1.70E+03 10,859

1076 YFV Plasma 34.8 2.30E+00 10,859

1078 YFV Plasma 28.6 1.10E+02 10,859

1079 YFV Plasma 25.5 6.50E+02 10,859

1080 YFV Plasma 31.6 1.10E+02 10,859

1081 YFV Plasma 25.2 6.50E+02 10,859

1082 YFV Plasma 33.8 2.80E+00 10,859

1086 YFV Plasma 28.2 1.10E+02 10,859

2159 SARS-CoV-2 NPS 32.2 2.80E+02 29,903

2163 SARS-CoV-2 NPS 27.6 5.40E+03 29,903

2168 SARS-CoV-2 NPS 33.3 1.30E+02 29,903

2173 SARS-CoV-2 NPS 25.5 2.10E+04 29,903

2182 SARS-CoV-2 NPS 28.7 2.80E+03 29,903

2187 SARS-CoV-2 NPS 31.1 5.80E+02 29,903

2192 SARS-CoV-2 NPS 27.5 5.80E+03 29,903

2207 SARS-CoV-2 NPS 28.9 2.40E+03 29,903

5148 SARS-CoV-2 NPS 22.6 1.50E+05 29,903

5157 SARS-CoV-2 NPS 21.8 2.40E+05 29,903

Legenda: ZIKV = vírus Zika;
YFV = vírus da febre amarela;
SARS-CoV-2 = síndrome respiratória aguda grave coronavírus 2;
Ct = limite de ciclo
FFU = unidades formadoras de foco
nts = nucleotídeos;
NPS = esfregaço nasofaríngeo
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Para validação metodológica, as amostras clínicas humanas incluíram:

- 41 amostras de plasma previamente positivas para YFV por RT-qPCR [65]

coletadas entre 11 de janeiro e 10 de maio de 2018, com valores de Ct ≤ 37 (Tabela 13)

obtidos no Hospital das Clínicas, Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo

(HC-FMUSP), São Paulo, Brasil. As amostras foram amplificadas por multiplex PCR e

apenas aquelas amplificadas e visíveis em gel de agarose foram sequenciadas. Destas, as

amostras com uma gama de valores de Ct foram selecionadas para sequenciamento

SMART-9N e Rapid SMART-9N (Tabela 12);

- Dez amostras residuais de nasofaringe previamente positivas para SARS-CoV-2 por

RT-qPCR [66], coletadas entre 17 de novembro de 2020 e 5 de janeiro de 2021, com valores

de Ct ≤ 34, obtidas no Instituto de Medicina Tropical, Faculdade de Medicina da

Universidade de São Paulo, Brasil (Tabela 13). Essas amostras foram selecionadas para os

métodos multiplex PCR e Rapid SMART-9N (Tabela 12).

Os participantes ou seus representantes legais forneceram consentimento informado

assinado. O panorama ético foi fornecido pelos conselhos de revisão institucional do

HC-FMUSP e do Instituto de Doenças Infecciosas "Emílio Ribas '' para o estudo YFV. Para o

estudo SARS-CoV-2, a aprovação ética foi feita pelo comitê nacional de ética em pesquisa

(Comissão Nacional de Ética em Pesquisa), protocolo número CAAE 30127020.0.0000.0068.

3.3.2.2 Extração de ácido nucléico e teste RT-qPCR

As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 10.000 xg. Para os isolados de

ZIKV, o RNA viral foi isolado de 200 μl do material recuperado usando o kit QIAamp Viral

RNA Mini (Cat No. 52906, Qiagen, Alemanha) de acordo com as instruções do fabricante e

eluído em 50 μl de tampão de eluição (EB) . Para as amostras nasofaríngeas de SARS-CoV-2

e plasma de YFV, o RNA viral foi extraído de 200 μl de material usando a plataforma de

extração automática de DNA / RNA do sistema NucliSENS EasyMag (BioMerieux, Reino

Unido) e eluído em 50 μl. Os valores de Ct foram previamente determinados para todas as

amostras por RT-qPCR para ZIKV [64], YFV [65] e SARS-CoV-2 [66].
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O RNA extraído foi tratado com TURBO DNase (Cat No. AM2239, Thermo Fisher

Scientific, EUA) a 37 ° C por 30 min para remoção de DNA residual e concentrado em 10 μl

usando o kit Zymo RNA clean & concentrator-5 (Cat No. R1016, Zymo Research, EUA),

seguindo as instruções dos fabricantes.

3.3.2.3 Multiplex tiling PCR

As amostras foram submetidas ao sequenciamento do genoma completo usando uma

abordagem padrão-ouro de sequenciamento de amplicon denominada multiplex PCR [40].

Resumidamente, o cDNA foi sintetizado a partir de amostras de RNA positivas para os vírus

testados usando primers random hexamers (Cat No. N8080127, Thermo Fisher Scientific,

EUA) e ProtoScript II reverse transcriptase (Cat No. E6560, New England BioLabs, EUA) de

acordo com as instruções do fabricante. O cDNA foi então amplificado com o ensaio

multiplex PCR previamente padronizado para ZIKV, YFV [40, 44], e com o esquema ARTIC

V3 para SARS-CoV-2 [67] (https://artic.network/ncov- 2019). Os produtos de PCR foram

purificados usando uma proporção de 1:1 de beads magneticas AMPure XP (Cat No. A63881,

Beckman Coulter, UK) e quantificados usando fluorimetria com o kit Qubit dsDNA High

Sensitivity Assay (Cat No. Q32854, Life Technologies, EUA) no instrumento Qubit 3.0 (Life

Technologies, EUA), ambos de acordo com as instruções do fabricante. Um gel foi preparado

com os produtos de PCR gerados utilizando E-gel Agarose 2% (Cat No. G402002, Thermo

Fisher Scientific, EUA) e o equipamento E-gel (Thermo Fisher Scientific, EUA) e a corrida

foi realizada até que as bandas fossem distinguíveis por transiluminação. As amostras que

apresentaram bandas específicas foram selecionadas para o sequenciamento MinION (ONT,

UK).

3.3.2.4 Preparação e sequenciamento da biblioteca de sequenciamento nanopore para o ensaio

multiplex PCR

Bibliotecas MinION foram preparadas usando um input total de 100 ng, os barcodes

foram ligadas e agrupados de forma equimolar usando os kits EXP-NBD104 (1-12) e

EXP-NBD114 (13-24) (ONT, UK). Bibliotecas de sequenciamento foram geradas usando o

kit SQK-LSK109 (ONT, UK). 20 ng das bibliotecas finais foram carregados em novas flow
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cells FLO-MIN106 no dispositivo MinION (ONT, UK) e sequenciados usando MinKNOW

1.15.1 com o script de execução padrão de 48 horas.

3.3.2.5 Síntese de cDNA SMART-9N

Para a síntese de cDNA SMART-9N, 10 μl do RNA concentrado, 1 μl NEB-RT 9N

(AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACNNNNNNNNN, 2μM) e 1 μl 10 mM de

deoxyribonucleotide triphosphate (dNTPs) mix (Cat No. N0447L, New England Biolabs,

USA) foram misturados e incubados por 5 min a 65 ° C, em seguida, colocados em gelo. 4 μl

da SuperScript IV first-strand buffer, 1 μl de 0,1 M DTT, 1 μl de RNase OUT, 1 μl de

NEB-SSP (RNA oligo)

(GCTAATCATTGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACATrGrGrG, 2 μM) e 1 μL de

SuperScript IV (Cat No. 18091200, Thermo Fisher Scientific, USA) foram misturados com

12 μl do RNA previamente anelado antes da incubação por 90 min a 42 ° C seguido por 10

min a 70 ° C. Esses produtos de cDNA double-tagged foram amplificados usando 5 μl de Q5

reaction buffer (Cat No. M0491, New England BioLabs, EUA), 0,5 μl 10 μM dNTP, 1 μl

NEB-PCR (AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT, 20 μM), 15,75 μl de nuclease free-water

(NFW), 0,25 μl de Q5 DNA polymerase e 2,5 μl de cDNA. As condições dos ciclos da PCR

foram: 98 ° C por 45 s, seguido por 30 ciclos de 98 ° C por 15 s, 62 ° C por 15 s e 65 ° C por

5 min e uma etapa final de 65 ° C por 10 min. Os produtos foram purificados usando uma

proporção de 1:1 de beads magnéticas AMPure XP (Cat No. A63881, Beckman Coulter, UK)

e quantificados usando fluorimetria com o ensaio Qubit dsDNA High Sensitivity (Cat No.

Q32854, Life Technologies, EUA) e instrumento Qubit 3.0 (Life Technologies, EUA), ambos

de acordo com as instruções do fabricante.

3.3.2.6 Preparação da biblioteca e sequenciamento nanopore para o ensaio SMART-9N

Bibliotecas MinION foram preparadas usando um input total de 50 ng para cada

amostra, os barcodes foram ligados e agrupados de forma equimolar usando os kits

EXP-NBD104 (1-12) e EXP-NBD114 (13-24) (ONT, UK). Bibliotecas de sequenciamento

foram geradas usando o kit SQK-LSK109 (ONT, UK). 50 ng das bibliotecas finais foram
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carregados em novas flow cells FLO-MIN106 no dispositivo MinION (ONT, UK) e

sequenciados usando MinKNOW 1.15.1 com o script de execução padrão de 48 horas.

3.3.2.7 Síntese de cDNA Rapid SMART-9N

Para a síntese de cDNA do ensaio Rapid SMART-9N, 10 μl do RNA concentrado, 1

μl RLB RT tagged 9N (TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACNNNNNNNNN, 2 μM) e 1 μl de

dNTPs 10 mM (Cat No. N0447L, New England BioLabs, EUA) foram misturados e

incubados por 5 min a 65 ° C, depois colocados em gelo. 4 μl da SuperScript IV first-strand

buffer, 1 μl de 0,1 M DTT, 1 μl de RNase OUT, 1 μl de RLB TSO (oligo de RNA)

(GCTAATCATTGCTTTTTTCGTGCGCCGCTTCAACATrGrGrG, 2 μM) e 1 μL SuperScript

IV (Cat No. 18091200, Thermo Fisher Scientific, USA) foram misturados com 12 μl do RNA

previamente anelado antes da incubação por 90 min a 42 ° C seguido por 10 min a 70 ° C.

Esses produtos de cDNA double-tagged foram amplificados usando 25 μl de LongAmp Taq

2X master mix (Cat No. M0287, New England BioLabs, USA), 19,5 μl de NFW, 0,5 μl de

RLB (1-12) do kit SQK-RPB004 (ONT, Reino Unido) e 5 μl de cDNA. As condições dos

ciclos de PCR foram: 95 ° C por 45 s, seguido por 25-30 ciclos de 95 ° C por 15 s, 56 ° C por

15 s e 65 ° C por 5 min e uma etapa final de 65 ° C por 10 min. Para a etapa de PCR, o RLB

PCR (TTTTTCGTGCGCCGCTTCA, 20 μM) pode ser usado como controle de PCR,

alterando as condições dos ciclos para 98 ° C por 45 s, seguido por 25-30 ciclos de 98 ° C por

15 s, 62 ° C por 15 s e 65 ° C por 5 min e uma etapa final de 65 ° C por 10 min. Os produtos

foram purificados usando uma proporção de 1:1 de beads magnéticas AMPure XP (Cat No.

A63881, Beckman Coulter, UK), quantificados usando fluorimetria com o kit Qubit dsDNA

High Sensitivity Assay (Cat No. Q32854, Life Technologies, EUA) e instrumento Qubit 3.0

(Life Technologies, EUA), ambos de acordo com as instruções do fabricante.

3.3.2.8 Preparação e sequenciamento da biblioteca de sequenciamento nanopore para o ensaio

Rapid SMART-9N

As bibliotecas MinION foram preparadas usando 50 ng de cada cDNA amplificado,

agrupados de modo equimolar em um total de 400 ng em 10 µl de Tris-HCl 10 mM pH 8,0

com NaCl 50 mM. 1 µl do adaptador RAP foi adicionado à biblioteca e incubado à
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temperatura ambiente durante 5 min. 50 ng das bibliotecas finais foram carregados em novas

flow cells FLO-MIN106 no dispositivo MinION (ONT, Reino Unido) e sequenciados usando

MinKNOW 1.15.1 com o script de execução padrão de 48 horas.

3.3.2.9 Análise bioinformática

Os arquivos FAST5 gerados (raw files) foram transformados em FASTQ files

(basecalling) usando o software Guppy versão 2.2.7 GPU basecaller (Oxford Nanopore

Technologies), depois demultiplexados e trimados usando Porechop v.0.3.2pre

(https://github.com/rrwick/Porechop). Os arquivos FASTQ de cada barcode foram alinhados e

mapeados contra o genoma referência de cada vírus estudado (número de acesso do GenBank

JF912190 (YFV), KX893855.1 (ZIKV) e MN908947 (SARS-CoV-2)) usando minimap2

versão 2.28.0 e convertido em arquivos BAM usando SAMtools [58]. NanoStat versão 1.1.2

foi usado para calcular o número de reads totais (raw files) e o comprimento mínimo do

contig para cobrir 50 por cento do genoma (N50) das reads alinhadas. Tablet 1.19.05.28 [59]

foi usado para visualização do genoma e para calcular o número de reads mapeadas,

porcentagem de cobertura do genoma e profundidade de cobertura. samtools stats e

samtools depth [58] foram usados ​​para calcular o tamanho das reads mais longas (long

reads) e a cobertura do genoma em 20x, respectivamente. Para a análise do ensaio multiplex

PCR, length filtering, quality test, e primmer trimming foram realizados para cada barcode

usando artic guppyplex e variant calling e geração das sequências consensos usando a

versão artic minion Nanopolish do pipeline de bioinformática ARTIC

(https://github.com/artic-network / fieldbioinformatics). Para os ensaios SMART-9N e o Rapid

SMART-9N, variant calling foi realizado com medaka_variants e a sequência consenso

foi construída usando medaka_consensus (ONT, UK).

Para a busca de outro RNA viral nas amostras clínicas, a classificação taxonômica

foi realizada usando Kraken versão 2.0.8-beta [68], MiniKraken2_v1_8GB Kraken 2

Database [https://ccb.jhu.edu/software/kraken2/downloads. shtml].
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3.3.3 Resultados

Neste estudo, desenvolvemos duas metodologias, SMART-9N e Rapid SMART-9N.

A abordagem SMART-9N é baseada no kit já disponível e validado NEBNext

Single-cell/low-input RNA (cat No. E6420, New England BioLabs, USA), modificado para o

uso de primers randômicos (9N) para anelamento do material genético disponível e

preparação de bibliotecas de sequenciamento utilizando barcodes nativos (ONT, UK). O

método NEB usa amplificação por single-primer PCR, que descobrimos que poderíamos

realizar usando primers já contendo os barcodes do kit Rapid PCR Barcoding (ONT, UK) se

modificarmos a sequência dos oligos RT e SSP. Esta abordagem permite a amplificação do

RNA com input de material na faixa de picogramas, tornando-a ideal para aplicações de baixo

input. Comparamos a complexidade, os custos e o tempo necessário para o trabalho

laboratorial com uma abordagem de multiplex PCR previamente padronizada [40]. Em

comparação com o multiplex PCR, o tempo total de trabalho laboratorial caiu 15% e 61%

para o SMART-9N e Rapid SMART-9N, respectivamente, e os custos com reagentes foram

reduzidos em 40% e 45% (Figura 19).

Abreviaturas: SSP: Strand Switching Primer. US $, dólar americano.

Figura 19 - Comparação entre as etapas e o custo dos fluxos de trabalho - Multiplex PCR, SMART-9N e Rapid
SMART-9N. Legendas: hrs = horas; cDNA synthesis and Multiplex PCR = síntese do DNA completar e PCR
multiplex; Clean up and quantification = purificação e quantificação; Library preparation = preparo da
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biblioteca; Ligation of barcodes = ligação dos barcodes; Ligation of adapters = ligação dos adaptadores; SMART
cDNA synthesis and PCR = Síntese de cDNA SMART e PCR; SMART cDNA synthesis and barcoding PCR =
Síntese de cDNA SMART e PCR com barcoding; Ligation of adapter via click chemistry = Ligação dos
adaptadores via click químico; min = minutos.

O teste inicial foi realizado utilizando a amostra controle de ZIKV (11474/16)

disponível na Universidade de Birmingham, Reino Unido, que foi submetida aos ensaios

SMART-9N nas diluições 1:100, 1:1000, 1:10000 (Tabela 14). Esta amostra tinha valor de Ct =

25 e concentração de RNA de 60 ng/μL. O teste resultou em uma cobertura genômica de

99.7% para todas as diluições testadas com profundidade de cobertura de até 3,000 com um

input de apenas 5 pg (Figura 20), compatível com ensaios de uma única célula - single cell

[69]. Ainda, o N50 apresentado foi de 2,9kb para a diluição 1:100, e quando analisadas as

leituras individualmente, o teste obteve coberturas do genoma completo do ZIKV em uma

única read (aproximadamente 11Kb) (Figura 21).

Tabela 14 - Informações detalhadas do sequenciamento do genoma do vírus Zika referência, utilizando o método
SMART-metagenomics com diferentes concentrações de input.

Amostra nºreads

% reads

mapeadas

Profundidade

de cobertura

% Cobertura

do genoma

%identidad

e N50

ZIKV 1:100 5698 51 779.258 99.7% 92.8 2,967

ZIKV 1:1000 33433 33 1,932.953 99.7% 92.8 1,971

ZIKV 1:10000 38943 47 3,447.144 99.7% 92.6 2,095
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Figura 20 - Gráfico de cobertura da amostra referência de ZIKV revelado pelo ensaio SMART-9N com input de
5 pg gerado por Tablet.

Figura 21 - Gráfico de cobertura da amostra referência de ZIKV revelado pelo ensaio SMART-9N mostrando a
leitura de 10,2 Kb gerado por Tablet.
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Sequenciamento multiplex PCR do isolado de ZIKV e amostras clínicas YFV e SARS-CoV-2

O teste seguinte foi realizado em uma diluição em série de 10x do isolado de ZIKV

BeH815744, que foi submetido à abordagem padrão-ouro multiplex PCR seguida pelo

sequenciamento MinION [40]. Esta amostra tinha um valor de Ct=15,1 e um título de RNA

de 6e07 FFU / mL (Tabela 13). A porcentagem de leituras mapeadas foi de 55,99% com uma

profundidade média de 326,98x cobrindo 98,74% do genoma viral coberto com pelo menos 1

read (Tabela 15) (Figura 22).

Tabela 15 - Resumo dos dados de sequenciamento de nanoporos de vírus usando a abordagem de multiplex PCR
utilizando. Amostras - cepa de referência do vírus Zika BeH815744 (ZIKV) (n = 1), vírus da febre amarela
(YFV) (n = 21) e de síndrome respiratória aguda grave coronavírus 2 (SARS-CoV-2) (n = 10) com os valores
dos Cts correspondentes.

Amostra Vírus
Valor
do Ct

%
reads

mapeada
s

Média
Profundidad

e
%

Genoma
%

Identidade N50
%20x

Cobertura

ZIKV Ref ZIKV 15.1 55.99 326.98 98.74 83.3 445 97.10

1003 YFV 37.0 51.85 76.65 99.84 88.9 659 86.36

1005 YFV 20.1 24.72 782.25 99.89 88.5 599 91.64

1009 YFV 19.1 91.08 852.99 99.89 88.9 593 94.09

1019 YFV 17.2 83.20 2,11 99.95 89.1 595 91.88

1020 YFV 29.5 1.71 100.93 99.82 88.7 656 89.11

1023 YFV 28.0 69.62 1,95 92.77 91.5 563 61.13

1024 YFV 33.0 15.14 1,22 87.63 91.3 560 55.70

1029 YFV 17.4 91.41 1,51 99.89 89.1 585 91.68

1030 YFV 4.6 97.47 3,10 99.89 88.9 595 91.85

1032 YFV 22.9 42.48 1,20 99.82 89.0 583 91.51

1042 YFV 23.3 6.25 82.43 99.82 88.8 643 87.95

1045 YFV 23.7 90.14 2,11 99.83 88.9 585 91.73

1053 YFV 26.6 91.50 3,37 99.85 89.0 594 93.92

1055 YFV 26.9 4.83 238.17 78.43 91.9 587 31.66

1059 YFV 31.0 5.87 72.50 99.82 88.8 660 88.77

1063 YFV 32.0 4.17 77.05 99.82 88.8 637 91.02

1065 YFV 33.0 5.51 104.05 99.82 88.9 625 91.35

1068 YFV 27.3 2.40 221.91 86.40 91.6 525 44.53

1073 YFV 32.5 11.24 247.57 78.11 90.7 567 35.01
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1074 YFV 27.9 3.09 117.94 99.82 88.7 634 91.55

1075 YFV 24.1 21.26 1,57 87.22 91.5 551 65.64

2159 SARS-CoV-2 32.2 96.03 864.03 99.03 92.7 501 87.32

2163 SARS-CoV-2 27.6 94.48 928.92 96.66 92.7 500 87.17

2168 SARS-CoV-2 33.3 96.36 821.77 99.04 92.7 500 89.23

2173 SARS-CoV-2 25.5 94.51 1,34 95.90 93.4 505 84.49

2182 SARS-CoV-2 28.7 97.04 1,52 99.90 93.5 505 94.70

2187 SARS-CoV-2 31.1 95.47 852.58 98.16 93.5 506 84.86

2192 SARS-CoV-2 27.5 96.34 1,45 99.92 93.4 504 95.62

2207 SARS-CoV-2 28.9 96.57 1,53 99.89 93.5 506 97.62

5148 SARS-CoV-2 22.6 97.27 1,57 99.89 92.2 501 98.17

5157 SARS-CoV-2 21.8 97.04 1,57 99.90 92.1 498 96.81

Legenda: ZIKV = vírus Zika;
YFV = vírus da febre amarela;
SARS-CoV-2 = síndrome respiratória aguda grave coronavírus 2;
Ct = limite de ciclo
N50: Metade da sequência do genoma é coberta por contigs maiores ou iguais ao tamanho do contig N50.
Identidade: Identidade comparada ao genoma referência.

O ensaio também foi realizado em 41 amostras clínicas humanas positivas para YFV

por RT-qPCR da epidemia de YFV de 2018 em São Paulo, Brasil. O valor mediano do Ct foi

de 27,74, variando de 4,6 a 37 correspondendo a 1,00e00 a 1,50e10 cópias do genoma por mL

de plasma [57]. Após a quantificação do produto de PCR e a visualização do gel de agarose

E-gel, 21 amostras apresentaram bandas específicas distinguíveis por transiluminação e foram

selecionadas para preparação da biblioteca e sequenciamento por nanoporos (Tabela 15). As

amostras sequenciadas de YFV (n = 21) tiveram valores medianos de Ct = 25,57, entre 5 e 37

gerados em uma biblioteca de 24 barcodes. A porcentagem de reads mapeadas variou de

1,71% a 97,47%, com uma profundidade média entre 72,50x a 3370x, e a maioria das

amostras apresentou cobertura do genoma em torno de 99,82% sendo a mais baixa 78,11%

(Tabela 15) (Figura 22). As regiões do genoma com uma profundidade de cobertura <20x

foram representadas com N caracteres.

Para SARS-CoV-2, o ensaio foi realizado em 10 amostras residuais nasofaríngeas

positivas por RT-qPCR em abril de 2020 em São Paulo, Brasil. O valor mediano do Ct foi de

26,9, variando de 21,8 a 33,3 correspondendo a 2,40e05 a 1,30e02 cópias do genoma por mL

(Tabela 13). A porcentagem de leituras mapeadas variou de 94,51% a 97,27%, com uma
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profundidade média entre 821,77x a 1570x e mediana de cobertura do genoma de 98,8%,

variando de 95,90% a 99,92% (Tabela 15) (Figura 23).

SMART-9N e Rapid SMART-9N de amostras de cultura isolada de ZIKV e limite de detecção

Para o ZIKV, o RNA isolado titulado foi diluído utilizando diluições seriadas de dez

vezes, até 1:1.000.000 correspondendo de 6e07 a 6e00 FFU / mL, e submetido ao SMART-9N

(Tabela 16). O teste resultou em uma mediana de cobertura genômica de 99,7% para as

diluições testadas com a menor cobertura de 99,02% para a diluição 1:1.000.000. A

porcentagem de cobertura do genoma em 20x foi de 90,70% com 6e00 FFU / mL até 99,73%

com 6e07 FFU / mL de input de material. A profundidade de cobertura média foi de até

10010x e 154,25x com 6e00 FFU / mL de material, compatível com ensaios single-cells [69].

A média de leituras mapeadas variou de 56,29% a 0,52%. O N50 mediano foi de 1,7 kb e

quando as leituras foram analisadas individualmente, o teste obteve coberturas completas do

genoma do ZIKV em uma única read (aproximadamente 11 kb leitura mais longa) (Figura

22).

Tabela 16 - Resumo do sequenciamento e resultados das estatísticas de alinhamento para a cepa de amostra de
referência Zika vírus BeH815744 (ZIKV) usando o método SMART-9N durante o desenvolvimento (n = 1
amostra) de acordo com a input de material (FFU / mL).

Amostra Input
(FFU/mL)

%
Reads

mapeadas

Profundidade
média

%
Cobertura

%
Identidad

e
N50

read
mais
longa

%20x
cobertura

ZIKV Ref 6x10⁷ 48.27 10,01 99.97 84.9 853 10,07 99.73

ZIKV Ref 6x10⁶ 46.14 4,73 99.80 84.7 741 8,05 99.67

ZIKV Ref 6x10⁵ 39.74 4,56 99.96 84.4 867 9,91 99.57

ZIKV Ref 6x10⁴ 56.29 7,48 99.68 83.9 1,15 7,82 99.18

ZIKV Ref 6x10³ 25.55 7,02 99.57 83.5 1,66 10,83 99.00

ZIKV Ref 6x10² 6.51 719.08 99.67 83.4 2,14 6,16 97.54

ZIKV Ref 6x10¹ 0.52 154.25 99.02 83.1 1,74 9,64 90.70

Legenda: ZIKV = Zika vírus;
FFU = focus forming units.
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N50: Metade da sequência do genoma coberta por contigs maiores ou iguais ao tamanho do contig
N50.
Longest read: tamanho da leitura mais longa alinhada

Identidade: Identidade das leituras alinhadas em comparação com o genoma referência.

A mesma diluição 1:1.000.000 foi usada para testar a abordagem Rapid SMART-9N.

As menores proporções de reads mapeadas observadas foram 0,06% e as maiores 86,15%. A

maioria das amostras retornou um percentual de 99,87%, com a menor de 87,58% para o teste

de diluição de 6e00 FFU / mL. A mediana da porcentagem de cobertura do genoma em 20x

foi de 90,73% e o N50 de 2,27kb (Figura 22).

O método foi realizado usando barcodes RLB de 1 μl e 0,5 μl do kit SQK-RPB004

(ONT) com 6e07 de input de material. O teste resultou em 99,7% de cobertura genômica para

1μl e 0,5 μl, e N50 de 1,84kb e 2,11kb, respectivamente (Tabela 17).

Tabela 17 - Resumo dos resultados de sequenciamento e estatísticas de alinhamento para a cepa referência Zika
vírus BeH815744 (ZIKV) usando o método Rapid SMART-9N durante o desenvolvimento (n = 1 amostra) de
acordo com o input de material (FFU / mL).

Amostra Input
(FFU/mL)

%
Reads

mapeadas

Profundid
ade média

%
Cobertur

a

%
Identidade N50

Read
mais
longa

%20x
cobertura

ZIKV Ref
1μl

6x10⁷ 84.51 5,55 99.62 83 1,84 7,68 99.00

ZIKV Ref
0,5μl

6x10⁷ 86.15 1,58 99.69
82.6 2,11 8,43 98.82

ZIKV Ref 6x10⁶ 85.11 5,55 99.96 83 2,08 7,20 99.02

ZIKV Ref 6x10⁵ 72.10 2,88 99.47 83.1 2,14 7,09 99.02

ZIKV Ref 6x10⁴ 49.67 1,87 99.78 83.2 2,50 7,62 99.06

ZIKV Ref 6x10³ 9.48 7,42 99.30 83.2 2,34 8,44 99.02

ZIKV Ref 6x10² 0.16 1,76 99.56 83.3 2,10 5,85 94.73

ZIKV Ref 6x10¹ 0.06 57 87.58 83.1 2,91 6,01 44.60

Legenda: ZIKV = Zika vírus;
FFU = focus forming units.
N50: Metade da sequência do genoma coberta por contigs maiores ou iguais ao tamanho do contig
N50.
Longest read: tamanho da leitura mais longa alinhada
Identidade: Identidade das leituras alinhadas em comparação com o genoma referência.
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Figura 22 - Comparação das abordagens multiplex PCR, SMART-9N e Rapid SMART-9N A) Cobertura do
genoma do isolado ZIKV mapeado contra o genoma referência quanto à cobertura para a posição de referência
do genoma comparando com os ensaios multiplex PCR, SMART-9N e Rapid SMART-9N. B) Limite de detecção
dos métodos SMART-9N e Rapid SMART-9N analisando as proporções de reads mapeadas contra a sequência
viral de referência apropriada em uma faixa de input de material (FFU / mL) no gráfico esquerdo e porcentagem
do genoma de referência sequenciado a uma profundidade mínima de 20 vezes nos dados gerados em uma faixa
de input de material (FFU / mL) no gráfico da direita. Legenda: Coverage depth = profundidade da cobertura;
Genome position = posição do genoma; Percentage of mapped reads = porcentagem de reads mapeadas;
Percentage 20x coverage = porcentagem 20x de cobertura; Sample input = input de material.
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SMART-9N e Rapid SMART-9N em amostras clínicas de YFV

O ensaio foi avaliado em amostras clínicas de YFV com Cts variando entre 8 e 33.

Neste teste primeiro foram comparados a utilização do tratamento com DNase para depleção

do DNA do hospedeiro e a não utilização do tratamento das amostras com DNase. A tabela 18

mostra os resultados apresentados no teste, indicando que o tratamento com DNase é

essencial para obter uma melhor cobertura genômica e melhores resultados em amostras

clínicas.

Tabela 18 - Resumo dos resultados de sequenciamento e estatísticas de alinhamento para amostras clínicas de
YFV (n=4) usando o método SMART-9N durante o desenvolvimento do método comparando a tratamento
prévio com DNase e não tratamento.

Amostras

Valor

do  Ct nºreads

% reads

mapeadas

Profundidade

cobertura

Cobertura

do genoma %identidade N50

1053 26.6 81 11 0.64 42% 92.6 1,536

1045 23.7 1720 3 4.515 94% 91.8 1,090

1029 17.4 338 8 2.333 70% 92.9 1,161

1030 4.6 9248 100 1,030.83 100% 92.7 1,284

1053

DNase 26.6 3711 31 131,265 100% 92.4 1,696

1045

DNase 23.7 2410 34 93.546 100% 92.5 1,691

1029

DNase 17.4 8329 92 990.64 100% 92.4 1,456

1030

DNase 4.6 14600 100 1,651.54 100% 92.5 1,257

Ct: Cycle threshold;
N50: Metade da sequência do genoma coberta por contigs maiores ou iguais ao tamanho do contig
N50.
Identidade: Identidade das leituras alinhadas em comparação com o genoma referência.

Depois de validar os métodos no isolado de ZIKV, aplicamos os ensaios validados

em amostras clínicas. Começando com o SMART-9N, sete amostras clínicas humanas
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representativas positivas para RNA de YFV, já sequenciadas com o método multiplex PCR,

com valores de Ct entre 4,6 e 33 foram selecionadas (Tabela 19).

Tabela 19 - Resumo dos resultados de sequenciamento e estatísticas de alinhamento para amostras de plasma do
vírus da febre amarela (YFV) (n = 7) usando o protocolo SMART-9N durante a validação do método de acordo
com os valores de Ct.

Amostr
a

Valor
do
Ct

nºread

s

% reads
mapeada

s

Profundidad

e

cobertura

Cobertura

do

genoma

%
Identidade N50

Read
mais
longa

%20x
cobertur

a

1019 17.2 30,05 32.2 630.1 99.91 91.6 998 3,92 98.84

1020 29.5 53,8 2.0 40.6 99.91 92.9 659 4,46 64.28

1029 17.4 16,83 85.7 1,87 99.99 92.3 1,58 7,95 99.91

1030 4.6 31,2 98.6 3,48 99.93 92.4 1,36 7,72 99.91

1045 23.7 981 21.4 240.0 96.96 92.3 1,39 6,94 63.81

1053 26.6 1,74 20.4 40.4 99.91 92.2 1,4 10,08 80.50

1065 33.0 15,82 0.3 3.2 95.11 90.1 1,01 2,57 0.00

Legenda: Ct = cycle threshold;
N50: Metade da sequência do genoma é coberta por contigs maiores ou iguais ao tamanho do contig
N50.
Leitura mais longa: tamanho da leitura mais longa alinhada nos dados.
Identidade: Identidade das leituras alinhadas em comparação com a referência do genoma.

Um total de 86% das amostras apresentaram cobertura do genoma superior a 99,9%

variando de 95,11% a 99,99% com valores Ct de 33 e 18 respectivamente, e uma

profundidade média mínima de 3,2x, e máxima de 3480x (Figura 24 - A). As mesmas

amostras foram selecionadas e submetidas ao método Rapid SMART-9N (Tabela 20).

Tabela 20 - Resumo dos resultados de sequenciamento e estatísticas de alinhamento para amostras de plasma do
vírus da febre amarela (YFV) (n = 7) usando o protocolo Rapid SMART-9N durante a validação do método de
acordo com os valores de Ct.

Amostr
a

Valor
do
Ct

nº

reads

%
reads

mapeada
s

Profundidad

e

cobertura

Cobertura

do

genoma

%
Identidade N50

Read
mais
longa

%20x
cobertur

a
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1019 17.2 368,59 0.44 66.50 99.91 89.9 705 6,7 95.58

1020 29.5 441,13 0.05 26.35 99.10 89.4 2,05 6,15 81.68

1029 17.4 9,21 38.18 175.87 99.91 90.2 792 9,12 98.95

1030 4.6 212,07 98.26 25,3 99.95 89.8 1,8 3,96 99.91

1045 23.7 29,97 5.13 21.44 99.91 91.0 2,1 6,16 99.04

1053 26.6
1,005,

93 0.31 323.37 99.92 91.3 1,61 6,86 99.74

1065 33.0
109,77

4 0.16 22.81 94.28 91.8 2,16 7,21 50.50

Legenda: Ct = cycle threshold;
N50: Metade da sequência do genoma é coberta por contigs maiores ou iguais ao tamanho do contig
N50.
Leitura mais longa: tamanho da leitura mais longa alinhada nos dados.
Identidade: Identidade das leituras alinhadas em comparação com a referência do genoma.

As maiores porcentagens de reads mapeadas observadas foram 98,26% e 38,18%

para os valores de Cts 4,6 e 17,4, respectivamente. Um total de 86% das amostras

apresentaram cobertura do genoma superior a 99,9% com a menor de 94,28% com Ct de 33, e

a profundidade média de cobertura variou de 21,44x a 2530x (Figura 24 - A). Comparamos a

profundidade de cobertura com diferentes amostras de valores de Cts em todo o genoma para

cada método (PCR multiplex, SMART-9N e Rapid SMART-9N) (Figura 23). A profundidade

média de cobertura revelou maior profundidade do genoma e melhor padrão de cobertura em

todo o genoma para os métodos metagenômicos quando comparados ao método de multiplex

PCR.
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Figura 23 - Comparação da profundidade de cobertura do genoma através do genoma do vírus da febre amarela
(YFV) para diferentes métodos (Multiplex PCR, SMART-9N e Rapid SMART-9N) em todas as amostras clínicas
testadas com diferentes valores de Cts (n = 7). Legenda: Coverage depth = profundidade da cobertura; Genome
position = posição do genoma; Ct - value = Valor do Ct.
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Todas as sete amostras sequenciadas com ambos os métodos foram comparadas com

os resultados do ensaio multiplex PCR. Apesar da diminuição na proporção de reads virais

mapeadas em toda a faixa de valores de Ct (Figura 24 - B) com o SMART-9N e o Rapid

SMART-9N, obtivemos uma correlação comparável (SMART-9N R = 0,91, p = 0,005; Rapid

SMART-Metagenomics R = -0,86, p = 0,012,). A correlação mostrou uma proporção menor

de reads virais conforme o aumento dos valores dos Cts, com um nível considerável de

variação (0,3% a 98,6% com SMART-9N e 0,16% a 98,26% com método rápido SMART-9N)

entre as amostras e os métodos. (Tabelas 19, 20)

A cobertura genômica de 20 vezes foi analisada através dos valores de Ct entre todos

os métodos, apresentada na Figura 24 - B. Na abordagem multiplex PCR, a média da

cobertura do genoma foi de 78,9% com um mínimo de 35,01% para Ct 33 em comparação

com 71,5% e 89,3% para SMART-9N e Rapid SMART-9N com um mínimo de 0% e 50,5%,

respectivamente (Tabelas 19, 20).

Para este subconjunto de amostras, também comparamos os resultados do valor N50

das abordagens para cada amostra (Figura 24 - C). Aqui, descobrimos que a faixa foi de 525

bp a 660 bp para o ensaio multiplex PCR, 659 bp a 1,58 kbp para o SMART-9N, 705 bp a

2,16 bp para o Rapid SMART-9N. A mediana foi 599,8 pb, 1,6 kbp e 1,2 kbp para o multiplex

PCR, SMART-9N e Rapid SMART-9N, respectivamente (Tabelas 19, 20). Para as amostras

clínicas de YFV, as leituras mais longas observadas foram 10,08kb e 9,12kb para o

SMART-9N e Rapid SMART-9N, respectivamente, 93,33% e 84,44% de todo o genoma viral.
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Figura 24 - Comparação dos resultados dos ensaios multiplex PCR, SMART-9N e Rapid SMART-9N para
amostras clínicas de YFV. A) Profundidade média da cobertura do genoma e 95% CI das reads mapeadas para a
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posição de referência do genoma de cada amostra. B) Proporção de mapeamento das reads contra o genoma de
referência em uma gama de valores de Ct (esquerda) e porcentagem de sequenciamento mapeados ao genoma de
referência a uma profundidade mínima de 20 vezes em uma gama de valores de Ct (direita). C) N50 de cada
amostra em bp. (n = 7 amostras). Legenda: Coverage depth = profundidade da cobertura; Genome position =
posição do genoma; Percentage of mapped reads = porcentagem de reads mapeadas; Percentage 20x coverage =
porcentagem 20x de cobertura.

Amostras clínicas SARS-CoV-2 para o ensaio Rapid SMART-9N

As amostras clínicas de SARS-CoV-2 foram submetidas à abordagem Rapid

SMART-9N. Quando mapeadas as reads geradas durante validação do método ao genoma do

vírus de referência (isolado: Wuhan-Hu-1, GenBank No. de acesso MN908947), genoma viral

de SARS-CoV-2 estava presente em todas as dez sete amostras até o valor Ct 34 (reads totais

variaram de 6480 a 93.570). As amostras sequenciadas foram comparadas com os resultados

do ensaio multiplex PCR e não mostraram uma correlação significativa (R = 0,49, p = 0,15)

entre a proporção de reads virais com o aumento do valor Ct (12,15 - 98,22%) (Tabela 21).

Tabela 21 - Resumo dos resultados de sequenciamento e estatísticas do alinhamento para amostras clínicas de
síndrome respiratória aguda grave de coronavírus 2 (SARS-CoV-2) (n = 10) usando o protocolo Rapid
SMART-9N durante a validação do método de acordo com os valores de Ct.

Amostra
Valo
r do
Ct

nº

reads

%
reads

mapeada
s

Profundidad

e

cobertura

Cobertur

a do

genoma

%
Identidade N50

Read
mais
longa

%20x
cobertur

a

2159 32.2 187,35 68.30 556.96 100 91.9 2,42 6,50 99.80

2163 27.6 127,93 97.87 368.68 100 91.9 2,38 8,50 99.84

2168 33.3 82,53 66.01 281.04 100 91.9 2,54 7,21 99.79

2173 25.5 117,53 52.10 97.51 100 91.5 1,13 5,05 99.57

2182 28.7 142,95 64.40 333.64 100 92.0 2,38 8,77 99.80

2187 31.1 64,77 44.54 109.53 100 91.7 2,56 8,09 99.80

2192 27.5 130,99 48.16 98.49 100 91.3 1,09 5,92 99.81

2207 28.9 191,79 98.22 628.12 100 91.4 2,04 8,65 99.87

5148 22.6 842,57 12.15 291.97 100 91.7 1,10 6,30 99.81

5157 21.8 935,75 41.75 1,28 100 91.0 1,24 18,48 99.89

Legenda: Ct = cycle threshold;
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N50: Metade da sequência do genoma é coberta por contigs maiores ou iguais ao tamanho do contig
N50.
Leitura mais longa: tamanho da leitura mais longa alinhada nos dados.
Identidade: Identidade das leituras alinhadas em comparação com a referência do genoma.

A cobertura do genoma foi de 100% em todas as 7 amostras e a profundidade de

cobertura mais baixa de 97,51x (Figura 25-A). Ao comparar cada profundidade de cobertura

em diferentes amostras com uma variedade de valores de Ct para o PCR multiplex e métodos

Rapid SMART-9n ​​(Figura 26), pudemos observar uma profundidade de cobertura concordante

e um padrão de cobertura homogénea em todo o genoma para ambos os métodos.

A comparação da cobertura do genoma em 20 vezes entre os métodos multiplex PCR

e Rapid SMART-9N em toda a faixa de título viral é mostrada na Figura 24-B. A mediana

revelada foi de 91,59%, mínimo de 84,49%, e o Rapid SMART-9N 99,79%, mínimo de

99,57%. Uma comparação do N50 em todas as 10 amostras foi feita resultando em um N50

mais alto de todas as amostras para a abordagem Rapid SMART-9N, até 2,56 kb. A read mais

longa foi de 18,48 kb, a read mais longa obtida neste estudo, compreendendo

aproximadamente 62% do genoma SARS-CoV-2 (29.903 bp) (Figura 25-C).
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Figura 25 - Comparação dos resultados dos ensaios multiplex PCR e Rapid SMART-9N para amostras clínicas
de SARS-CoV-2. A) Profundidade média da cobertura do genoma e 95% CI das reads mapeadas para a posição
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de referência do genoma de cada amostra. B) Proporção de mapeamento das reads contra o genoma de referência
em uma gama de valores de Ct (esquerda) e porcentagem de sequenciamento mapeados ao genoma de referência
a uma profundidade mínima de 20 vezes em uma gama de valores de Ct (direita). C) N50 de cada amostra em
bp. (n = 10 amostras). Legenda: Coverage depth = profundidade da cobertura; Genome position = posição do
genoma; Percentage of mapped reads = porcentagem de reads mapeadas; Percentage 20x coverage =
porcentagem 20x de cobertura.

Figura 26 - Comparação da profundidade de cobertura do genoma do vírus da síndrome respiratória aguda grave
coronavírus 2 (SARS-CoV-2) para diferentes métodos (Multiplex PCR e Rapid SMART-9N) em todas as
amostras clínicas testadas com diferentes valores de Cts (n = 10). Legenda: Coverage depth = profundidade da
cobertura; Genome position = posição do genoma; Ct - value = Valor do Ct.

Detecção de outros vírus de RNA em amostras clínicas e classificação de Kraken

Para testar a capacidade dos nossos métodos de detectar outros vírus nas amostras

clínicas, avaliamos a classificação taxonômica de leituras usando Kraken. Isso permitiu a

identificação de um vírus dsDNA do gênero Pa6virus, família Siphoviridae, presente em uma

amostra de YFV. Após a identificação, as leituras foram mapeadas para a sequência de

referência (NC_018838.1) obtendo 197 leituras do vírus, 84,78% de cobertura do genoma
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com uma profundidade de cobertura máxima de 32x e identidade de 81,4%. A sequência

consenso foi gerada e bases com uma profundidade de <10 vezes foram representadas com

caracteres N (github.com/CADDE-CENTRE/Rapid-RNA-SMART-Metagenomics). A

proporção de leituras não classificadas, de eucariotos, bactérias, arquéias e vírus para cada

amostra pode ser encontrada na Tabela 22.

Tabela 22 - Proporção da porcentagem de reads não classificadas, eucariotas, bactérias, archaea e vírus, para
cada amostra de acordo com a distribuição da classificação Kraken e metodologias metagenômicas.

Amostra
Tipo do

vírus Metodologia

nº

reads

Não
classificadas

(%)
Eukaryot

a (%)
Bacteri
a (%)

Archae
a (%)

Vírus
(%)

1019 YFV SMART-9N 30,05 58.12 37.63 1.37 0.01 2.18

1020 YFV SMART-9N 53,8 46.17 45.23 5.08 0.01 0.14

1029 YFV SMART-9N 16,83 72.75 11.03 1.97 0.02 13.87

1030 YFV SMART-9N 31,2 84.46 2.40 1.91 0.02 11.17

1045 YFV SMART-9N 981 30.48 35.27 4.79 0 29.26

1053 YFV SMART-9N 1,74 28.90 42.31 1.15 0.06 27.00

1065 YFV SMART-9N 15,82 46.91 52.23 0.56 0.01 0.01

1019 YFV
Rapid

SMART-9N 368,59 83.10 1.70 16.85 0.01 0.04

1020 YFV
Rapid

SMART-9N 441,13 78.60 18.85 2.26 0.01 0.04

1029 YFV
Rapid

SMART-9N 9,21 84.76 12.74 1.55 0 0.73

1030 YFV
Rapid

SMART-9N 212,07 92.86 0.54 2.33 0.02 4.79

1045 YFV
Rapid

SMART-9N 29,97 80.47 18.86 0.84 0.01 0.65

1053 YFV
Rapid

SMART-9N 1,005,9 77.88 21.15 0.73 0.01 0.03

1065 YFV
Rapid

SMART-9N 109,77 75.42 23.77 0.41 0.01 0.01

2159
SARS-CoV-

2
Rapid

SMART-9N 187,35 58.72 2.84 20.35 0.04 17.91

2163
SARS-CoV-

2
Rapid

SMART-9N 127,93 62.76 3.69 3.22 0.04 30.13

2168
SARS-CoV-

2
Rapid

SMART-9N 82,53 63.46 6.59 14.42 0.02 15.34

2173
SARS-CoV-

2
Rapid

SMART-9N 117,53 74.84 17.37 1.68 0 5.90
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2182
SARS-CoV-

2
Rapid

SMART-9N 142,95 56.45 6.00 17.96 0.04 19.37

2187
SARS-CoV-

2
Rapid

SMART-9N 64,77 61.90 12.43 12.01 0 13.39

2192
SARS-CoV-

2
Rapid

SMART-9N 130,99 74.93 18.21 1.51 0.03 5.24

2207
SARS-CoV-

2
Rapid

SMART-9N 191,79 74.11 2.25 2.10 0.04 21.43

5148
SARS-CoV-

2
Rapid

SMART-9N 842,57 75.46 1.43 22.16 0.02 0.88

5157
SARS-CoV-

2
Rapid

SMART-9N 935,75 75.31 1.70 19.37 0.01 3.48

Legenda: YFV = vírus da febre amarela
SARS-CoV-2 = síndrome respiratória aguda grave coronavírus 2
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3.4 Capítulo 4 - Otimização do custo do sequenciamento MinION.

Os dados gerados do sequenciamento a base de nanoporos devem ser convertidos do

sinal de corrente elétrica (FAST5) em bases nucleotídicas (FASTQ), um processo denominado

de basecalling. Este processo ocorre em servidores locais ou laptops em que tem um custo

computacional significativo. Para a realização de basecalling em tempo real, ou seja, à

medida que os dados vão sendo gerados, é necessário um computador com GPU e placa de

NVIDIA. Caso contrário, esse processo demora em torno de 1-2 dias. No entanto, em muitos

casos, muitas reads geradas não são necessárias, já que alguns vírus já foram sequenciados

suficientemente, ou as reads não vêm de genomas virais (off target). Para resolver isso,

empregamos técnicas de 'read until’ denominada RAMPART para normalizar os amplicons

até um nível fixo de cobertura (isto é, 100 vezes) e remover qualquer amplificação "off

target", de modo que as análises possam prosseguir mais rapidamente, e sem um custo

computacional tão grande. Ao utilizar um conjunto de dados de tamanho reduzido, o processo

de base é executado no menor conjunto de dados necessário para dar resultados corretos,

permitindo o direcionamento da capacidade de sequenciamento para moléculas específicas e,

assim, em teoria, otimizar a capacidade de sequenciamento de reads desejadas. A equipe

formada por pesquisadores da Universidade de Birmingham foram os primeiros a demonstrar

que esta técnica funciona e demonstrou a capacidade de assegurar uma cobertura uniforme em

todos os amplicons - um processo chamado de "balanceamento" (Figura 27) [70].
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Figura 27 - Exemplo de "balanceamento de barcodes" em tempo real - acima: distribuição dos amplicon antes
do Rampart, embaixo: distribuição de amplicon após Rampart. Legenda: Coverage depth = profundidade da
cobertura; Genome position = posição do genoma; Read type = tipo da read; Library control = biblioteca
controle; Normalised = normalizada.

Para esta aplicação o Rampart tem os benefícios de:

1) Normalizar ("equilibrar") amplicons para um nível fixo de cobertura (isto é, 100 vezes);

2) Aplicar estes mesmos algoritmos a amostras com barcodes para assegurar uma cobertura

uniforme tanto por amplicons como por barcodes e

3) rejeição de amplicons "off target".

O RAMPART é executado simultaneamente com o sequenciamento MinION

seguindo as instruções disponiveis em https://github.com/artic-network/rampart e funciona

seguindo os passos seguintes em tempo real (Figura 28):

● MinKNOW & guppy (via dogfish) - produzem fastqs;

● Rampart demultiplexa os fastqs usando porechop e extrai os barcodes;

● Mapeia duas vezes, uma vez para uma única sequência de referência para obter

coordenadas, uma contra um painel de referências para encontrar a correspondência

mais próxima.
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Figura 28 - Exemplo da execução do RAMPART para análise em tempo real.

À medida que o sequenciamento é realizado, os dados gerados são mapeados,

podemos detectar o patógeno e interromper a execução assim que obtivermos a cobertura

desejada do genoma alvo e, assim, excluir todas as sequências não virais, para que possamos

realizar a análise bioinformática em computadores comuns e de maneira mais simples e

rápida.

A utilização do RAMPART para detecção inicial e sequenciamento significa que ao

gerar os dados suficientes e parar a corrida, não será utilizada totalmente a capacidade de

sequenciamento da flow cell da ONT. Portanto, durante a validação dos métodos descritos

anteriormente, testamos a reutilização das flow cells após um tratamento com tampão de

lavagem contendo DNAse I (Tabela 23).

Protocolo de digestão:

Antes do próximo sequenciamento, prepare o seguinte tampão de digestão:

Tabela 23 - Realização do protocolo de digestão

Componente Volume (μl)

Running buffer (RBF) 100

Nuclease free water 100
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CaCl2 (0.1M – dilute 1M stock 1/10) 4

DNase I (M0303L) 4

Volume total 208

Remova os resíduos da corrida de sequenciamento anterior da flow cell com as portas

fechadas. Remova o ar pipetando da porta de entrada. Adicione 200 µl de RBF diluído

(proporção de 576 RBF + 672 NFW) à porta de entrada e, em seguida, 150 µl do tampão de

digestão. Aguarde 30-60 minutos. Antes de carregar a nova biblioteca, inicie um novo

experimento para se certificar de que não há vestígios da biblioteca anterior. Verifique as

leituras e os poros ativos (normalmente você pode ver um número alto de poros ativos, mas

verifique se estes são apenas os adaptadores). É extremamente importante não introduzir

nenhuma bolha de ar para dentro da flow cell durante esse processo. Prepare a flow cell de

acordo com as instruções do fabricante e carregue a nova biblioteca normalmente.

A reutilização das flow cells diminuiu drasticamente o custo do sequenciamento

chegando a menos de US $10 por amostra. Com o RAMPART, criamos um painel contendo

os arbovírus de maior importância para a saúde pública (painel disponível:

https://www.dropbox.com/sh/27jp5s4ynko9i0m/AAC5VTNdM2nhqimXWRbYV2cJa?dl=0.,

e estabelecemos uma cobertura genômica de 100x. Durante os experimentos, foi possível

reutilizar as flow cells até 7 vezes em 3 horas, com detecção das primeiras reads virais nos

primeiros 5 minutos do sequenciamento.
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4 DISCUSSÃO

A vigilância genômica em tempo real se tornou uma abordagem para monitoramento

da introdução de doenças infecciosas emergentes e de vírus circulantes. Protocolos rápidos e

acessíveis e o posterior compartilhamento de dados podem fornecer informações genômicas,

permitindo que as sequências sejam comparadas entre laboratórios ou autoridades de saúde

pública, gerando assim, informações sobre as rotas de transmissão e a eficácia das medidas de

contenção, podendo assim preparar para ou até mesmo prevenir novos surtos [80].

Uma variedade de abordagens diferentes têm sido usadas para enriquecimento viral

e sequenciamento genômico, incluindo metagenômica de RNA, tecnologia usada para gerar o

primeiro genoma de referência de SARS-CoV-2 [75], captura por hibridização,

enriquecimento do alvo baseado em PCR, entre outros. O enriquecimento do alvo baseado

em PCR produz uma alta taxa dos produtos alvo com um fluxo de trabalho laboratorial

simples e barato quando comparado a outros métodos disponíveis. Antes do SARS-CoV-2, o

surto do vírus Ebola na África Ocidental de 2013-2016 foi o surto viral mais densamente

amostrado, com mais genomas gerados usando sequenciamento de amplicons do que todos os

outros métodos combinados [39, 81]. Em 2016, o projeto ZiBRA (Zika no Brasil Real Time

Analysis) usou essa abordagem para a vigilância de ZIKV a partir de um método adaptado de

enriquecimento do alvo baseado em PCR denominado multiplex PCR [40]. Combinamos essa

metodologia com a tecnologia de sequenciamento portátil baseada em nanopores MinION

(ONT) para obtenção de genomas completos do vírus Zika em tempo real - chamada

"epidemiologia genômica". Desde então esse protocolo vem sendo utilizado amplamente para

a vigilância genômica de diversos vírus de importância pública como YFV [25], CHIKV

[23], DENV [46, 61] e recentemente SARS-CoV-2 [82, 83].

No entanto, mesmo sendo a tecnologia de sequenciamento mais barata, acessível e

mais adequada para a vigilância genômica de vírus nos dias de hoje, o custo por amostra do

sequenciamento ainda é alto, em torno de US $50, devido aos reagentes empregados. Além

disso, tais abordagens são adequadas apenas para detectar surtos virais já conhecidos, sendo

necessário diagnóstico molecular prévio para que sejam utilizados os esquemas de primers de

Multiplex PCR já disponíveis e validados para cada vírus separadamente, não permitindo

uma rápida detecção de novos vírus e rastreio dos casos com resultados negativos nos testes
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moleculares mas com sintomatologia de infecções virais. Também, há uma complexidade

significativa associada à operação do instrumento, criação de bibliotecas de sequenciamento e

análise de dados e o tempo para realização do protocolo ainda é muito maior quando

comparado a outros métodos moleculares, o que ainda torna improvável a implementação e

metodologia de escolha nos centros de diagnóstico e vigilância epidemiológica do Brasil.

Neste trabalho buscamos gerar novas metodologias a partir das dificuldades

encontradas durante o período de implementação de protocolos de epidemiologia genômica

em estudos a partir do surto de ZIKV em 2016, até os dias de hoje com SARS-CoV-2. Esses

protocolos foram desenvolvidos para a vigilância completa de vírus de importância pública,

incluindo um painel de detecção e sequenciamento do genoma completo dos principais

arbovírus de importância pública, um protocolo rápido de detecção e sequenciamento a partir

de alvos específicos e duas abordagens de sequenciamento por metagenômica para rastreio e

potencial descoberta de novos vírus. Além disso, introduzimos a análise em tempo real dos

dados e reutilização dos chips - flow cells de sequenciamento para rápida detecção e

diagnóstico e redução dos custos dos métodos já disponíveis.

Começamos com o desenvolvimento de um esquema de primers para detecção,

amplificação e sequenciamento do genoma completo de múltiplos vírus em um único ensaio -

Superpool. A partir do ensaio molecular multiplex PCR já validado e amplamente utilizado

para sequenciamento de regiões alvos baseado em PCR [40], desenvolvemos um painel

contendo 14 alvos virais, incluindo os vírus Zika, Chikungunya, Febre Amarela, Mayaro,

Oropouche, vírus do Nilo Ocidental (WNV), Dengue 1-4 (DENV1, DENV2, DENV3,

DENV4), Rocio (ROCV), Ilhéus (ILHV), Tacaiuma (TCV) e Saint Louis (STLV), para

auxiliar no diagnóstico e vigilância genômica de infecções arbovirais. A concepção de ensaios

multiplex PCR com um grande número de pares de primers é dificultado devido ao aumento

da probabilidade de interações entre eles, que reduzem a amplificação e eficiência dos testes,

podendo levar a falhas pelos genomas e consequentemente inferências filogenéticas. Testamos

o efeito de diferentes esquemas de primers para todos os vírus estudados e avaliamos sua

capacidade de amplificar genomas completos de arbovírus presentes individualmente e em

misturas.

Os esquemas dos vírus ZIKV, YFV, CHIKV e DENV 2 já tinham sido gerados e

validados em estudos anteriores [16, 23, 25, 46]. Geramos então os esquemas para os vírus

Mayaro, Oropouche, vírus do Nilo Ocidental (WNV), Dengue 1, 3 e 4 (DENV1, DENV3,
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DENV4), Rocio (ROCV), Ilhéus (ILHV), Tacaiuma (TCV) e Saint Louis (STLV) a partir da

ferramenta Primal Scheme, com tamanho de amplicons variando entre 400-1000pb

(referencias usadas e esquemas gerados disponíveis em

https://www.dropbox.com/sh/bgubs2pkvfba3t8/AAApFzahOnTPibQlgdV4geSda?dl=0). Os

esquemas individuais gerados foram validados para cada vírus individualmente, e em seguida

foram testados combinando todos os esquemas em um único ensaio totalizando cerca de 1000

pares de primers com amostras clínicas e amostras de isolados virais titulados.

Os resultados demonstraram que os ensaios multiplex PCR com grande número de

primers podem gerar uma cobertura genômica semelhante ao teste apenas com os primers dos

arbovírus presentes individualmente, mesmo quando estamos lidando com vírus

geneticamente semelhantes. Isso significa que o ensaio não aumentou a probabilidade de

interações entre os primers e a eficiência de amplificação. Portanto, aqui apresentamos um

painel de arbovírus que pode ser usado para identificar e consequentemente sequenciar o

genoma completo dos principais arbovírus em circulação no Brasil. Este painel pode ser

modificado de acordo com a demanda necessária, sendo possível a adição de novos esquemas

de multiplex PCR virais, ou a validação de novos painéis para vírus encefalíticos, vírus

respiratórios por exemplo.

Junto com o desenvolvimento do método Superpool, utilizamos durante os

sequenciamentos a ferramenta apresentada no capítulo 4 desta tese - RAMPART

(https://artic-network.github.io/rampart/). A partir de genomas de referência de cada vírus

adicionado no método, fizemos um painel

(https://www.dropbox.com/s/ntj8hs06blo7216/arbovirus_reference_genomes.fasta?dl=0) em

que durante o sequenciamento, as reads geradas no formato FASTQ eram mapeadas em

tempo real nos genomas referências e assim, à medida que os sequenciamentos geravam 200x

de cobertura (cobertura suficiente para análises genômicas e filogenéticas), a corrida era

interrompida. No momento em que este estudo foi realizado, ainda não havia o kit para a

digestão e lavagem das flow cells, disponíveis hoje pela Oxford Nanopore Technologies -

Flow Cell Wash Kit EXP-WSH004. Validamos então o kit para lavagem das flow cells

também apresentado no capítulo 4, permitindo a reutilização de cada chip de acordo com a

sua capacidade de utilização , diminuindo então drasticamente o custo do sequenciamento de

acordo com o número de re-utilizações. Como teste final, combinando a utilização do ensaio

Superpool, RAMPART e reutilização das flow cells, foi possível realizar o sequenciamento de
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mais de 100 genomas em 3,5 horas e reutilizar apenas uma flow cell até 7 vezes.

Para o painel, ainda está sendo testado o limite de detecção do ensaio, diluindo todas

as amostras de RNA em um exponencial de até 10-1 e sequenciando as amostras para analisar

a cobertura final, podendo assim comparar os resultados em amostras clínicas com baixas

caixas virais. Este método é mais adequado para uso em uma situação de surto onde os

isolados são altamente relacionados e o baixo custo por amostra e tempo de resposta rápido

são necessários.

Em seguida, desenvolvemos uma abordagem rápida utilizando a fusão de barcodes

para amplificação do genoma completo de vírus num único ensaio denominado SMART-plex.

No método anterior vimos que era possível a realização de um ensaio com um grande número

de primers multiplexados. Portanto, buscamos desenvolver um método universal e menos

complexo para preparação de bibliotecas e sequenciamento pela metodologia MinION (ONT,

UK).

SMART (Switching mechanism at 5’ end of RNA templates) é um método popular

para RNA-Seq, que depende de primers oligo-dT para anelamento e amplificação de

moléculas de mRNA poliadeniladas. Nós desenvolvemos uma abordagem denominada

SMART-plex utilizando apenas primers reversos gene específicos de cada vírus gerados no

capítulo 1 para anelamento inicial no RNA alvo, seguido da utilização de primers strand

switching (SSP) para geração do cDNA double-strand marcado (tagged). A amplificação é

então realizada com uma versão compatível, complementar às tags adicionadas durante a

geração do cDNA, de primers de PCR já contendo os barcodes disponíveis na Oxford

Nanopore Technologies. O preparo da biblioteca baseia-se apenas na ligação dos adaptadores

de sequenciamento que são adicionados rapidamente via click chemistry.

O ensaio SMART-plex foi comparado com o Multiplex PCR em amostras de isolados

virais de ZIKV e amostras clínicas de YFV, onde foram avaliados: cobertura genômica,

sensibilidade, profundidade, custo, tempo e complexidade dos testes. O PCR Multiplex

embora seja o método de escolha no momento, é um método demorado (>10 horas totais). A

ligação dos barcodes durante o ensaio PCR convencional permite que o preparo da biblioteca

de sequenciamento que antes era de 6 horas, passe a ser 10 minutos, sendo necessário apenas

a ligação dos adaptadores, via click chemistry, permitindo uma rápida detecção, caracterização

e sequenciamento do genoma completo dos vírus alvos. O tempo do fluxo de trabalho
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laboratorial caiu de 14 horas totais para 5 horas e 40 minutos (diminuição de 62%), com

cobertura genômica de 100% em 5 das 6 amostras testadas, demonstrando que o teste

SMART-plex é uma metodologia que poderá ser utilizada para sequenciamento de arbovírus

após finalização dos testes e validação. Também, a partir da ligação dos adaptadores via click

chemistry, o ensaio reduziu a quantidade de enzima de ligação usada, reduziu o tempo e a

complexidade da biblioteca etapa de preparação e reduziu significativamente os custos do

ensaio, permitindo o uso de até 96 barcodes por ensaio utilizando o kit recém lançado Rapid

PCR barcoding kit (SQK-RPB004) chegando a um custo de até US$ 10 por amostra, sendo

possível também a utilização do software RAMPART para otimização da utilização das flow

cells e reutilização. Com otimização, será possível realizar este ensaio em três horas em único

tubo e possibilitar a caracterização completa do genoma de diversos vírus utilizados no painel

em um único ensaio.

Por último, desenvolvemos os ensaios SMART-9N e Rapid SMART-9N para rastreio

de vírus de RNA e potencial descoberta de novos vírus.

Desenvolvemos aqui duas abordagens metagenômicas virais, SMART-9N e Rapid

SMART-9N como métodos metagenômicos não direcionados para detecção e caracterização

de RNA viral. As duas técnicas demonstraram excelente especificidade (100%) quando

testadas em amostras isoladas e clínicas e comparadas a um método padrão ouro de

amplificação alvo multiplex PCR [5-9], que permitiram a identificação de uma co-infecção

desconhecida em uma amostra clínica de YFV. Para amostras de isolados de ZIKV, foi

possível obter 99,02% da cobertura do genoma com um input de 6.00 FFU / mL, uma

quantidade comparável a outros métodos single-cell disponíveis [76, 77] para a abordagem

SMART-9N. Para o ensaio Rapid SMART-9N, 87,58% do genoma do ZIKV foi sequenciado

para a mesma diluição de 1: 1.000.000, equivalente a 6.00 FFU / mL. A alta sensibilidade e

alto rendimento de sequências virais provenientes de amostras clínicas de YFV e

SARS-CoV-2 revelados nesse estudo, nos mostrou ser potencialmente viável a realização de

sequenciamento por metagenômica de genomas completos utilizando a tecnologia MinION,

mesmo para valores de Ct mais elevados. Amostras clínicas representativas com valores de Ct

entre 4,6 e 33 para YFV e entre 21,8 e 33,3 para SARS-CoV-2 foram selecionadas para testar

a recuperação do genoma dos vírus testados. Notavelmente, os métodos SMART-9N e Rapid

SMART-9N foram eficazes no sequenciamento direto do genoma de amostras clínicas para
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ambos os vírus testados, uma vez que as leituras virais foram detectadas em todas as amostras,

até em amostras com 1,00e00 cópias do genoma por mL.

Avaliando o comprimento das reads durante a validação, observamos que nossa

abordagem gerou reads muito longas quando comparada a outras abordagens metagenômicas

[62, 63]. Neste estudo, geramos o genoma completo de ZIKV e YFV e aproximadamente 60%

do genoma SARS-CoV-2 em uma única read. O N50 dos métodos foi de até 2,91kb com as

amostras isoladas e até 2,56kb com amostras clínicas SARS-CoV-2. Ao observar a

profundidade média de cobertura das amostras e o CI entre as amostras e métodos estudados,

pudemos observar uma amplificação consistente em todos os genomas devido a este alto N50

gerado pelos métodos metagenômicos. O N50 aumentado fornece maior confiança na

atribuição taxonômica de reads individuais, melhorando a confiança no mapeamento,

montagem de novo e a capacidade de detectar recombinações virais [78,79]. Pelo que

sabemos, 18,5 kb é o cDNA viral mais longo publicado até o momento produzido pelo

método Rapid SMART-9N, provavelmente devido ao fato de que a polimerase LongAmp é

usada para a amplificação dos primers já contendo os barcodes, de acordo com as

recomendações da ONT, enquanto a polimerase Q5 foi usada para SMART-9N .

Também comparamos a complexidade, os custos e o tempo necessário de trabalho

laboratorial com a abordagem já padronizada multiplex PCR [40]. Assim como o ensaio

SMART-plex, o ensaio Rapid SMART-9N reduziu a complexidade, o tempo e o custo da

amostra até o sequenciamento. A possibilidade da adição de barcodes durante a reação de

PCR, reduziu a probabilidade de erro manual e o custo devido à não necessidade de enzimas

end-prep e de ligação, que também dependem de congelamento e descongelamento

(cold-chain), sendo inconvenientes para uso no campo. O tempo total de trabalho laboratorial

caiu 15% e 61% para o SMART-9N e Rapid SMART-9N, respectivamente, quando

comparado ao ensaio multiplex PCR. Os custos ao usar o Rapid SMART-9N caíram 45% e

40% em comparação com o SMART-9N e multiplex PCR, respectivamente. Por último, ao

utilizar metade do volume para a amplificação com os primers contendo os barcodes da ONT,

dobramos o número de amostras que podem ser processadas com cada kit, diminuindo ainda

mais o custo. Este protocolo tem potencial para ser otimizado ainda mais e a partir da

utilização de enzimas com formulação liofilizada, podemos eliminar qualquer cadeia

cold-chain. Esses resultados demonstram que o Rapid SMART-9N é uma abordagem
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importante tanto para trabalhos em ambientes laboratoriais quanto em campo.

Limitações do método: A grande maioria das reads geradas são derivadas do

hospedeiro humano, principalmente em amostras clínicas com altos valores de Ct (com baixa

abundância relativa do material genômico viral) ou em amostras com material genético

degradado devido ao transporte incorreto ou longo/incorreto armazenamento. Este é um fator

limitante da sensibilidade analítica da abordagem para detecção de agentes infecciosos, que

pode resultar em profundidade de sequenciamento insuficiente para análise do organismo de

interesse. Essa desvantagem é mostrada em nosso estudo ao comparar as reads mapeadas

virais dos isolados de ZIKV com as amostras clínicas de YFV e SARS-CoV-2. A menor

proporção de reads virais de acordo com o aumento dos valores de Ct é provavelmente devido

ao nível total de background de reads não virais / ácido nucleico do hospedeiro presentes, e

também devido à variabilidade entre os pacientes/tipo de amostras e/ou no manuseio das

amostra durante a coleta e armazenamento.

O protocolo SMART-9N descrito acima foi utilizado na identificação do terceiro

caso natural de infecção fatal pelo vírus Sabiá em casos suspeitos de febre amarela com febre

hemorrágica em São Paulo, 2019. Os casos foram reportados em :

(https://github.com/CADDE-CENTRE/Miscellaneous/blob/master/Arenavirus%20Report.pdf

). O caso foi primeiro notificado ao Centro de Vigilância Epidemiológica Prof. Alexandre

Vranjac, Secretário de Saúde do Estado de São Paulo, em 21 de janeiro de 2020.

Posteriormente, realizamos uma caracterização mais extensa do vírus utilizando o

sequenciamento por metagenômica SMART-9N e ferramentas comumente utilizadas e já

validadas para identificar a infecção por SABV no Brasil (PCR). Descobrimos então, quando

analisamos as sequências geradas pelo protocolo de metagenômica, que as ferramentas de

PCR usadas atualmente podem não ser capazes de detectar cepas de SABV circulantes devido

à diversidade genética do vírus nos locais de ligação do primers. Usando os dados genômicos

gerados por nossa equipe com o protocolo descrito aqui, projetamos um novo esquema de

PCR e um protocolo nested PCR mais sensível que detectou com sucesso SABV em uma

nova amostra de baixo título viral que tinha sido também testada negativa para YFV. A

estrutura descrita aqui, do teste metagenômico ao sequenciamento do vírus, desenvolvimento

e validação de ferramentas de diagnóstico laboratorial de PCR padrão e nested para cepas

divergentes e viremia variável, foi conduzido em um total de 10 dias
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5 CONCLUSÃO

Aqui, demonstramos 4 novos métodos para fluxo de trabalho de alta sensibilidade em

amostras virais isoladas e clínicas que tiram proveito da tecnologia de sequenciamento por

nanoporos. Geramos um painel para detecção e sequenciamento de 14 arbovírus em uma

única reação, gerando coberturas semelhantes ou até maiores quando comparados com os

ensaios contendo apenas o vírus alvo. Geramos uma abordagem rápida de sequenciamento

contendo primers alvos gene específicos e ligação de barcodes durante um ensaio de PCR

convencional, que diminuiu a complexidade do sequenciamento e o tempo em 62% e o custo

em até US$ 10 por amostra. Por último, geramos uma abordagem rápida de sequenciamento

gerando produtos de amplificação de cDNA ultra longos (até 18,5 kb) para metagenômica

viral. Nossas abordagens de sequenciamento oferecem uma oportunidade para identificação e

caracterização sensível de vírus de RNA diretamente de isolados ou amostras clínicas com

uma variedade de cargas virais e permite também a detecção e identificação de vírus não

identificados a partir dos métodos metagenômicos. Além disso, os protocolos rápidos

demonstraram ser metodologias simples, de baixo custo e mais rápidos, promissores para uso

rotineiro em laboratórios de pesquisa e também em campo.
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