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RESUMO

Aplicagéo da tecnologia portatil de sequenciamento MinlON para anélise do metagenoma
viral

As tecnologias de Sequenciamento de Nova Geragdo (SNG) mostraram um crescimento acelerado
nos ultimos anos. Uma das principais aplicacdes do SNG é a metagendmica, que identifica
patdgenos emergentes para 0s quais ndo ha diagndstico estabelecido. Uma técnica promissora e de
custo relativamente baixo é a tecnologia portatil MinlON. Um dos maiores problemas da plataforma
MinION ¢ a falta de protocolos otimizados (pré-preparo da amostra, concentragdo viral, extracdo e
amplificacdo). Portanto, o objetivo desse trabalho é padronizar e otimizar os procedimentos de
metagendmica viral aplicados ao sequenciamento de nanoporos. O controle do sequenciamento foi
realizado utilizando virus RNA (bolsa de sangue positiva para HIV, cycle threshold - Ct=25,8) e
virus DNA (citomegalovirus humano cultivado). Estes controles foram utilizados para padronizar
0s processos de concentragao viral, extracao e preparo de bibliotecas metagenémicas. Inicialmente,
apos a degradacdo enzimatica do material do hospedeiro, foi realizada a concentragdo viral por
ultracentrifugacdo, que foi consequentemente confirmada com microscopia eletrénica de
transmissdo. Além disso, foi realizada a concentracdo viral por método quimico utilizando
poliacrilamida linear. As amostras concentradas foram extraidas com dois kits diferentes a fim de
comparacdo: QlAamp UltraSens Virus (QIAGEN) e High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume
(Roche Life Science). Em seguida, comparamos diferentes métodos de fragmentacdo do DNA:
fragmentacdo mecénica (Covaris), fragmentacdo quimica (endonucleases), amplificacdo pelo
sistema de primer SMART-9N e amplificacdo isotérmica sem ligacdo dos fragmentos. Todas as
amostras foram sequenciadas utilizando a flow cell 9.4.1 no dispositivo MinlON. Na microscopia
eletronica de transmissao visualizamos vérias particulas de HIV (tamanho esperado 80-100 nm)
bem como uma abundancia de fagos, que mostrou a importancia da concentragéo viral. Em seguida,
a andlise bioinformatica revelou que as amostras concentradas por LPA, extraidas pelo kit QlAamp
UltraSens Virus e amplificadas pelo método SMART-9N apresentaram maior abundancia viral e
numero elevado de leituras dos virus tidos como controles (HIV e CMV). Portanto, propusemos
que a metagenémica por sequenciamento de nanoporos seja feita utilizando esses métodos e
concluimos que a padronizacdo de todos os procedimentos de pré-processamento de amostras €
crucial para melhores resultados de sequenciamento utilizando a tecnologia MinlON, que permitira
sua aplicacdo na area de metagendmica viral e na descoberta de patdgenos virais desconhecidos ou

reemergentes.

Palavras chaves: Metagendmica, Virus, Nanoporos, Padronizacgdo, Pré-Processamento.



ABSTRACT
Optimization of portable MinlON sequencing technology for viral metagenome analysis

Next Generation Sequencing (NGS) technologies have shown accelerated growth in the recent
years. One of the main applications NGS is metagenomics, which identifies emerging
pathogens without established diagnosis. A promising and relatively low-cost technique is the
portable MinlON technology. One of the main problems of the MinlON platform is the lack of
optimized protocols (sample pre-preparation, viral concentration, extraction and amplification).
Therefore, the objective of this work is to optimize viral metagenomics procedures applied to
nanopore sequencing. We used two types of controls: for RNA viruses a blood unit of plasma
obtained from HIV-positive blood donor with cycle threshold of Ct=25.8 and for DNA viruses:
cultivated human cytomegalovirus (HCMV). These controls were used as a positive control to
optimize the processes of viral concentration, extraction and preparation of metagenomic
libraries. Initially, after enzymatic host nucleic acids degradation, viral concentration was
performed by ultracentrifugation, which was subsequently confirmed with transmission
electron microscopy. In addition, viruses were also concentrated by chemical method using
linear polyacrylamide (LPA). Concentrated samples were extracted by two different strategies
that were compared: QlAamp UltraSens Virus (QIAGEN) and High Pure Viral Nucleic Acid
Large Volume (Roche Life Science). Subsequently, we compared different DNA fragmentation
methods: mechanical fragmentation (Covaris), chemical fragmentation (endonucleases),
amplification by the SMART-9N primer system and isothermal amplification without ligation.
All samples were sequenced using flow cell 9.4.1 on the MinlON device. The transmission
electron microscopy showed the presence of HIV particles (expected size 80-100 nm) and
abundance of phages, revealing its adequacy for viral concentration. The bioinformatic analysis
revealed that the samples concentrated by LPA, extracted by the QlAamp UltraSens Virus kit
and amplified by the SMART-9N method, showed higher viral abundance and a high number
of HIV and HCMV reads. Therefore, we propose that nanopore sequencing metagenomics
might be performed including the aforementioned steps and we conclude that the optimization
of all sample pre-processing procedures is crucial for better sequencing results using MinlON
technology, allowing its application in the area of viral metagenomics and in the discovery of

emerging or reemerging viral pathogens.

Keywords: Metagenomics, Viruses, Nanopores, Optimization, Pre-Processing.
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1. INTRODUCAO

1.1. Virus emergentes

As infecgdes virais emergentes apresentam um dos maiores desafios da atualidade, tanto
em termos de diagnostico como na identificacdo e manejo e isso foi claramente demonstrado
pelos efeitos que ainda a sociedade sofre da pandemia da Sindrome Respiratéria Aguda Grave
do Coronavirus 2, SARS-CoV-2 (do inglés, Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2).
As infeccBes virais emergentes podem ser definidas como aquelas que surgem recente ou
repentinamente ou seus indices de disseminacdo estdo aumentando rapidamente a incidéncia e
alcance geografico. Esses virus podem ser totalmente desconhecidos ou podem estar circulando
em niveis insignificantes em uma populacéo especifica, mas devido algum fator (aquisicao de
mutacdo especifica, fitness viral entre outros) estdo se espalhando para novas regides ou
infectando novos hospedeiros (Stramer et al., 2009). Na figura 1 é possivel observar os dados
sobre o local de surgimento de alguns dos virus emergentes mais importantes. O surgimento de
virus emergentes pode estar relacionado a diversos fatores, sendo eles: transmisséo zoonoética -
guando humanos entram em contato com animais que carregam o agente viral (consumo de
animais, agricultura, caca); globalizacdo - favorece disseminacdo facil dos agentes
virais (rdpida disseminacdo do SARS-CoV-2 pelo globo); fatores ambientais e climéticos -
podem alterar a distribuicdo de vetores transmissores; evolugdo e recombinacdo genética -
mutacdes que levam ao surgimento de novas cepas mais infecciosas ou até mesmo virus
(Dennehy et al., 2017).
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Figura 1. Mapa mundial indicando a localizagdo das principais infeccBes emergentes e reemergentes (Fonte:
Mukherjee S, 2017, disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5618832/)
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Os virus emergentes representam uma ameaca significativa para a saude publica, visto que
tratamentos e vacinas eficazes muitas vezes ndo estdo disponiveis quando ha surtos. Isso foi
claramente observado durante as fases iniciais da disseminacdo do SARS-CoV-2, quando a
letalidade era alta e as medidas de combate a esta infeccdo eram apenas néo farmacolégicas,
como o uso de mascaras (Ueki et al., 2020), isolamento social e lavagem constante das maos
(Sharma, Farouk e Lal., 2021). Dessa maneira, € importante monitorar e rastrear esses agentes
para ter conhecimento sobre sua disseminacéo e, assim, desenvolver estratégias de prevencao e
controle. Entretanto, um dos maiores desafios para a comunidade cientifica é a falta de recursos
técnicos e cientificos para entendimento dos virus emergentes, como dados gendmicos
suficientes, infraestrutura adequada que atinjam locais remotos onde geralmente com maior

frequéncia acontecem estes surtos.

1.2. Viroses emergentes e transfusao sanguinea

A transfusdo de sangue pode ser uma rota potencial de transmissdo para virus
emergentes, principalmente aqueles que apresentam fase de viremia. Em termos historicos, o
virus da imunodeficiéncia humana — HIV (em inglés, Human immunodeficiency virus) foi, na
década de 1980, um virus emergente que apresentou grande impacto na seguranca transfusional
e moldou as estratégias de diagndéstico obrigatdrio viral e doacdo de sangue nos servicos de
hemoterapia no mundo todo. Inicialmente, a transmisséo por transfusdo do HIV foi identificada
em pacientes com hemofilia, recipientes de fatores de coagulacdo derivados do plasma de
doadores de sangue. Durante os primeiros anos da epidemia do HIV, ndo havia testes de triagem
para o virus, o que fez com que alguns dos concentrados de fator de coagulacdo estivessem
contaminados, resultando na transmisséo do HIV para pacientes com hemofilia (Evatt, 2006).
A identificacdo desta rota de transmissdo viral teve um papel crucial no desenvolvimento de
métodos de testes de triagem diagndstica altamente sensiveis em doacbes sanguineas para
garantir a seguranga transfusional, resultando na diminuigéo do risco de transmisséo do HIV e
outras infecgdes virais por transfuséo.

Na atualidade, a tiragem de virus na rotina nos bancos de sangue, que combina testes
soroldgicos e moleculares, é responsavel por um risco residual transfusional extremamente
baixo para infecces, tais como HIV, virus da hepatite B — HBV (do inglés, Hepatitis B virus),
virus da hepatite C — HCV (do inglés, Hepatitis C virus) e, em alguns paises, 0 virus T-
linfotrépico humano — HTLV (do inglés, Human T-cell leucemia virus) (Grubyte et al., 2019).

Isto é observado em Varios paises, inclusive aqueles com alta incidéncia de HIV como os paises
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africanos, e especialmente a Africa do Sul que possui um dos indices mais altos de infecgo por
HIV do planeta (Vermeulen et al., 2019).

A identificacdo de infecc¢des virais transmitidas via transfusdo na fase de viremia curta
e preferencialmente transmitidas por vetores artropodes mostrou que viroses exoéticas podem
impactar a hemoterapia e ter impacto clinico nos receptores (Slavov et al., 2022). Como
exemplo, as arboviroses apresentam grandes surtos, porém alta porcentagem de infeccGes
assintomaticas, que pode levar a contaminacdo dos derivados sanguineos por doadores sem
sintomas. Um dos primeiros arbovirus que foi envolvido na transmissao transfusional foi o virus
do Nilo Ocidental ou West Nile Virus em inglés (WNV), que causou grande surto nos EUA e,
consequentemente, foi posicionado entre os virus de triagem obrigatéria nos bancos de sangue
nesse pais (Biggerstaff et al., 2002) junto ao HIV, HCV e HBV. O virus da dengue — DENV
(do inglés, Dengue virus) é o mais importante (Custer et al., 2022) e sua transmissdo pode trazer
complicacgdes aos pacientes que receberam transfuséo (Sabino et al., 2016). Além disso, 0 virus
da encefalite japonesa — JEV (do inglés, Japanese encephalitis virus) tem importancia clinica,
podendo causar encefalite (Cheng et al., 2018) inclusive em pacientes recebendo transfusao,
em alguns casos relacionado a 6bito, e o virus da febre Zika — ZIKV (do inglés, Zika virus)
também pode participar na transmissdo transfusional, porém sem efeitos clinicos (Motta et al.,
2016). Existem outras diversas infec¢Bes virus em que ha suspeita de transmissao via transfusao
sanguinea, como o parvovirus humano B19 — HPV B19 (do inglés, Human parvovirus B19), o
gamaherpesvirus humano 8 — HHV-8 (do inglés, Human gammaherpesvirus 8) e 0 virus
influenza aviario — Al (do inglés, Avian influenza virus) (Alter et al., 2007). O, virus responsavel
pela pandemia da covid-19, também € alvo de investigacdo de impacto na transfusdo sanguinea.
Até 0 momento, os estudos buscam entender sua prevaléncia pos-doagdo (Cappy et al., 2022) e
ainda possuem evidéncias limitadas sobre a sua transmissao transfusional, mas como se trata
de virus respiratorio é muito provavel que a transmissao transfusional ndo seja via efetiva de
transmissao desse agente viral (Mawalla et al., 2021).

A identificacéo de virus emergentes € muito importante para o seu controle, pois permite
identificar suas rotas de transmissdo e relacionar ao seu possivel quadro clinico; entretanto, é
um desafio j& que nenhuma caracteristica destes virus é conhecida como por exemplo a
organizacdo gendmica. Os métodos de identificacdo classicos incluem: cultivo em linhagens
celulares, que consiste na inoculagdo do material em cultivos celulares suscetiveis estimulando
a multiplicacdo viral e, consequentemente, efeito citopatico; testes sorolégicos, em que o
antigeno viral presente na amostra infectada reage com anticorpos especificos produzindo

reacao quimica ou fluorescéncia (quimioluminescéncia); microscopia eletrdnica, utilizada para



17

visualizag&o da simetria das particulas virais em amostras bioldgicas. No entanto, estes métodos
s80 pouco sensiveis e apresentam grande viés diagnostico. Por outro lado, a aplicagdo de
métodos moleculares € uma maneira adequada para detectar virus emergentes, porém nao é
aplicavel para virus sem conhecimentos prévios sobre a organizagdo genémica, 0 que € 0 caso

com as viroses emergentes.

1.3. Tecnologias de sequenciamento de ultima geracao e metagendmica

Com o avanco cientifico e tecnoldgico, tecnologias moleculares de alta complexidade
foram desenvolvidas para a obtencdo de informag6es genéticas rapidas e precisas. A partir do
sequenciamento de nova geracdo, que permite a geragdo de fragmentos de DNA de forma
simultanea, imparcial e sem precisar de conhecimento prévio do agente viral (Gu et al., 2018),
a metagenémica tornou-se o método principal de identificacdo de virus emergentes. Essa
técnica permite a caracterizacdo de todo o material genético de uma amostra clinica, e assim
representa uma andalise completa do microbioma, do genoma e do transcriptoma em diversas
amostras obtidas de pacientes, dependendo do foco do estudo (Chiu e Miller, 2019). A
metagenémica é uma ferramenta com importantes aplicacGes para a salde publica, ja que
envolve a vigilancia e o monitoramento de surtos de doengas infecciosas e especialmente
aqueles de caréater desconhecido. A utilizagdo dessa técnica pode auxiliar além da identificacao
de virus emergentes, demonstrar cadeias de transmissdo, taxas evolutivas e mutacOes
especificas dos agentes encontrados. Dessa forma, o acesso a essas informacdes atraves da
metagendmica pode oferecer uma visdo completa de quando, onde e como uma epidemia pode
surgir (ou surgiu), permitindo a intervencdo rapida e precisa para evita-la ou interromper a
disseminacéo (Rose et al., 2016).

A primeira tecnologia de sequenciamento de nova geracdo que foi comercializada em
2005, pela Roche, foi a plataforma Roche 454 (Figura 2a). Esta plataforma utiliza o0 método na
base de pirosequenciamento, que € definido como a deteccdo de luz resultante da liberacdo de
pirofosfato inorganico durante a adicdo de nucleotideos (Ronaghi et al., 1996). A maior
vantagem da plataforma Roche 454 ¢ sua alta velocidade comparada com o sequenciamento
convencional, embora na época foi uma tecnologia de alto custo e possuia uma margem de erro
alta em sequéncias maiores de 6 kb (Liu et al., 2012). Atualmente, os sequenciadores de ultima
geracdo podem ser divididos em duas categorias: de 22 geragdo (incluindo Roche 454, lllumina
e lon Torrent) que geram leituras relativamente curtas e de 32 geragdo (Oxford Nanopore e

Pacific Biosciences) que geram leituras longas.
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Em 2006, a introducdo do sequenciador Solexa da Illumina revolucionou o campo do
sequenciamento genético por se tratar de um processo baseado na sintese nucleotidica por
deteccdo de fluorescéncia (Liu et al., 2012). As plataformas da Illumina sdo as mais utilizadas
e podem ser pequenas unidades de bancada de baixo rendimento e plataformas de alta producéo
destinadas & geracdo de uma grande quantidade de leituras, dedicados ao sequenciamento
massivo de genomas grandes a nivel de populacdo. Na maioria das plataformas Illumina, como
a MiSeq e HiSeq, cada um dos quatro nucleotideos é marcado com um unico fluoréforo
especifico, e utilizam quatro canais de leitura diferentes, e ja as plataformas NextSeq e MiniSeq
utilizam apenas dois (Goodwin et al., 2016). Em 2011, o MiSeq (Figura 2b), um sequenciador
inovador de bancada compacto foi langado pela Illumina e que pode sequenciar bibliotecas de
maneira rapida produzindo centenas de gigabases de dados assim gerando genomas completos
de virus, bactéria, parasitas e até humanos (Ravi, Walton e Khosroheidari, 2018). Os sistemas
NextSeq 1000/2000 bem como a NovaSeq 6000 (Figura 2c) sdo as plataformas de
sequenciamento da Illumina mais atuais e séo consideradas plataformas de producéo pelo
namero expressivo de sequéncias geradas (20 bilhdes no caso da Illumina). Ao mesmo tempo,
0 sequenciamento lllumina apresenta custo mais baixo em relacdo a maior producdo sequéncias

e custo reduzido dos reagentes.

(b) (d)

Figura 2. Imagens de sequenciadores: (a) Roche 454 (disponivel em: https://www.creative-

biogene.com/blog/index.php/2017/02/02/the-next-generation-sequencing-platform-of-roche-454/); (b) MiSeq

llumina (disponivel em: https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms/miseg.html); (c) NovaSeq

6000 Illumina (disponivel em: https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms/novaseq.html); (d)

MinION Oxford Nanopore (disponivel em: https://wwuw.researchgate.net/figure/The-Oxford-Nanopore-MinlON-
a-thumb-drive- sequencer_fig6_327529567).

A terceira tecnologia desenvolvida é representada pela SOLID (Sequencing by Oligo
Ligation Detection - SOLID) que foi comprada pela Applied Biosystems em 2006. Essa

metodologia é fundamentada na hibridizacdo e ligacdo de sequéncias de sondas marcadas,


https://www.creative-biogene.com/blog/index.php/2017/02/02/the-next-generation-sequencing-platform-of-roche-454/
https://www.creative-biogene.com/blog/index.php/2017/02/02/the-next-generation-sequencing-platform-of-roche-454/
https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms/miseq.html
https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms/novaseq.html
https://www.researchgate.net/figure/The-Oxford-Nanopore-MinION-a-thumb-drive-%20sequencer_fig6_327529567
https://www.researchgate.net/figure/The-Oxford-Nanopore-MinION-a-thumb-drive-%20sequencer_fig6_327529567
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ancoradas a uma fita de DNA (Landegren et al., 1988). No entanto, é a lon Torrent que a
tecnologia mais destacada da ThermoFisher Scientific. Esta tecnologia é baseada na captacdo
de ions H+ liberados durante a incorporacdo de cada nucleotideo a fita molde de DNA durante
a replicacdo (Goodwin et al., 2016). O lon Torrent apresenta processamento de dados limitado,
sendo mais aplicado em clinicas e pequenos laboratérios (Liu et al., 2012).

Em 2014, um sequenciador de 32 geracdo foi langcado, o MinlON, da Oxford Nanopore
Technologies (Figura 2d). Essa tecnologia consiste em detectar de forma ativa diretamente os
nucleotideos de uma fita simples de DNA, pois essa molécula atravessa um nanoporo
constituido por proteinas, o qual é estabilizado em uma membrana eletricamente resistente
(Branton et al., 2008). Uma voltagem é repassada essa membrana e, desta maneira, 0s sensores
detectam mudancas na corrente iénica pelos nucleotideos que ocupam o poro em tempo real a
medida que a molécula de DNA se desloca, ja que ela interrompe a voltagem através do canal
(Goodwin et al., 2016). Uma exonuclease € utilizada para que 0 DNA se mantenha em fita
simples e para a clivagem de nucleotideos (Clarke et al., 2009).

Esse método de sequenciamento apresenta multiplas vantagens em relacdo aos outros ja
existentes: custo relativamente baixo, e 0 mais importante tamanho muito menor em relacao
aos outros sequenciadores (cabe na palma da méo) e, portanto, é excelente ferramenta para o
trabalho de campo; ndo ha limite para o comprimento da fita de DNA a ser sequenciada,
podendo gerar mais de 5 kbp em uma alta velocidade de 1 bp/10 ns (Timp et al., 2010); e,
principalmente, trata-se de um dispositivo portatil que nao requer equipamento sofisticado para
detectar as sequéncias. Por fim, ele é acionado através de entradas USB de computadores, de
forma que pode ser utilizado em qualquer lugar (Kono e Arakawa, 2019), inclusive em trabalhos
de campo e laboratérios com infraestrutura escassa. Dessa maneira, esta tecnologia foi muito
utilizada como vigilancia epidemioldgica genémica em diversas localidades no Brasil e no
mundo. Em 2022, Giovanetti et al., utilizou o sequenciamento de nanoporos para identificar o
surgimento de DENV-2 gen6tipo cosmopolita em um paciente do estado de Goias, a fim de
facilitar sua identificacéo e reduzir seu potencial epidémico. Além disso, no mesmo ano, Fritsch
et al., realizou um estudo retrospectivo de vigilancia genémica da transmissdo de CHIKV no
estado de Minas Gerais utilizando a tecnologia da Oxford, mostrando a importancia de
combinar a andlise epidemiolodgica e o sequenciamento portatil para identificar a transmissao
viral. No entanto, em ambos 0s casos, 0 sequenciamento foi realizado com primers especificos
gue amplificam o genoma completo dos virus estudados.

A maior limitagdo da metagendmica é o custo elevado dos procedimentos e da

aparelhagem. O sequenciador NovaSeq 6000 € o equipamento mais recomendado para
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metagendmica viral, entretanto possui um pregco muito elevado. Portanto, as técnicas
metagendmicas sdo restringidas apenas a grandes centros cientificos. Além disso, 0s
procedimentos de pré-preparo das amostras e a extracdo de acidos nucleicos em relagdo a
sequenciamento metagenémico ndo sdo bem estabelecidos. A identificacdo de genomas virais
em amostras clinicas € um desafio devido a sua baixa presen¢a em relacéo aos acidos nucleicos
do genoma do hospedeiro (Regnault et al., 2021) e a grande profundidade que precisa ser gerada
pelo sequenciador. Sendo assim, é preciso obter acidos nucleicos virais com alta pureza
concentrados utilizando procedimentos analiticos de boa sensibilidade (Hall et al., 2014;
Sauvage et al., 2016), aplicando técnicas de alta qualidade de deplecdo do material do
hospedeiro, concentracdo e extracao viral e amplificacdo do DNA. Além disso, ndo ha um kit
padrdo para amplificacdo seletiva dos virus, sendo outro desafio para identificacdo de agentes
virais com baixa carga (Regnault et al., 2021).

Apesar dessas limitacGes, a metagendémica permite diversos avangos na compreensao
da diversidade e ecologia viral, e pode ser aplicada para a area de hemoterapia, j& que virus
emergentes desconhecidos podem impactar a transfusdo sanguinea. Lau et al.,, em 2017,
identificou sequéncias do astrovirus humano MLB2 em uma amostra de plasma de um doador
de sangue através da metagendmica. Apesar de se tratar de uma viremia assintomatica para ele,
0s astrovirus podem causar gastroenterite em pacientes imunossuprimidos, podendo atingir
outros tecidos através da corrente sanguinea. Nos EUA e no Reino Unido, um novo flavivirus
humano foi identificado em amostras de plasma de doadores de sangue e também de receptores
transfundidos, sugerindo que esse virus pode ser transmitido via transfusdo sanguinea (Kapoor
et al., 2015; Berg et al., 2015).

Portanto, a metagendmica viral tem potencial para revolucionar a seguranca
transfusional sendo importante para a identificacdo e caracterizacdo de infeccGes emergentes
desconhecidas. Além disso, se trata de uma tecnologia importante para a vigilancia
epidemiol6gica gendmica de virus emergentes com potencial epidémico. Dessa forma,
identificar metodologias de alta qualidade e de facil acesso para tais objetivos é importante para

superar as limitacbes da metagenémica.
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2. JUSTIFICATIVA

As analises metagenémicas do viroma permitem a caracterizacdo de agentes virais
emergentes, bem como o monitoramento da disseminacao epidémica dos mesmos, a fim de
conhecer sua circulacdo na populacdo humana. Sdo necessarias uma preparacdo adequada e
uma resposta rapida capaz de prevenir novos surtos de doencgas infecciosas desconhecidas
(Mokili, Rohwer e Dutilh, 2012). No Brasil, atualmente, existem poucos estudos
metagendmicos caracterizando virus emergentes e que garantem vigilancia sobre os mesmos.
Ademais, estes estudos utilizam métodos laboratoriais muito diversificados que as vezes
requerem procedimentos com alta complexidade, recursos especificos e, portanto, dificilmente
aplicaveis em trabalhos de campo e &reas remotas, onde na maioria das vezes surgem 0S NOVOS
agentes virais. Um dos maiores desafios da metagenémica viral é o custo alto dos reagentes em
conjunto com equipamentos de sequenciamento de custo elevado. Uma das técnicas mais
avantajadas para utilizacdo para fins metagenémicos € o sequenciamento Oxford Nanopore,
que além de apresentar um custo mais baixo, pode ser facilmente manejado em trabalho de
campo e, portanto, apresenta uma Otima ferramenta para realizacdo de abordagens
metagenémicos em lugares remotos. No entanto, por se tratar de uma tecnologia relativamente
nova, a aplicacdo da mesma na area de metagendmica ndo é bem estabelecida. Os principais
desafios incluem a falta de protocolos para o processamento e pré-processamento das amostras
a serem estudadas e, principalmente, no que tange as técnicas de tratamento para remocao de
acidos nucleicos do hospedeiro, concentracdo dos virus e amplificacdo do material genético.
Outras questdes importantes também precisam ser abordadas como o tempo da corrida e a
analise bioinformatica. No Brasil, existem estudos que aplicam e padronizam a tecnologia da
Oxford Nanopore para metagendmica cuja otimizacdo foi descrita no artigo Claro IM et al.,
2021. No entanto, nesses procedimentos ndo sdo descritos procedimentos de concentracdo das
particulas virais e a rea¢do de PCR ja diretamente gera os fragmentos que serdo sequenciados.
Portanto, o objetivo principal desse projeto € avaliar e padronizar as técnicas de concentracdo
viral, amplificacdo do material gendmico e a fragmentacdo em respeito de aumentar o
rendimento de sequéncias virais geralmente representadas de baixos niveis utilizando
metagendmica portatil e, assim, padronizar os procedimentos metagendémicos utilizando o

sequenciamento Oxford Nanopore.
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3. OBJETIVO PRINCIPAL
Padronizar os pré-procedimentos da tecnologia MinlON para o uso da metagendémica viral

em hemoderivados.

4. OBJETIVOS SECUNDARIOS
4.2. Coletar e caracterizar molecularmente amostras de plasma de doadores de sangue
infectados com HIV, HBV e HCV do Hemocentro de Ribeirdo Preto e o Centro de

Hematologia e Hemoterapia do Amapa;

4.3. Padronizar as técnicas de pré-processamento (concentracao e extracdo de &cidos
nucleicos virais) e concentracdo de amostras de plasma para estudos
metagendmicos;

4.4. Aplicar a técnica de MinlON para metagendmica de virus;

4.5. Avaliacdo dos dados bioinformaticos obtidos da plataforma MinlON;

4.6. Preparacdo de publicacBes cientificas, participagdo em eventos cientificos

nacionais e internacionais bem como defesa de tese.
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Figura 3. Fluxograma dos métodos do projeto apresentado. Primeiramente, uma amostra controle positiva para

HIV (virus de RNA) com Ct baixo 25,8, obtida de bolsa de sangue e uma amostra controle de cultivo de CMV

(virus de DNA) foram utilizadas para padronizacéo dos processos de pré-preparo (concentracao viral, extracdo dos

acidos nucleicos, métodos de fragmentacéo e amplificagdo) até a preparacdo das bibliotecas gendmicas. Apds a

avaliacao dos protocolos mais adequados para o sequenciamento MinlON Oxford Nanopore, 0 método esta sendo

aplicado em amostras clinicas de doadores de sangue com infecgdes virais HIV, HBV e HCV.
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5.2. Amostras Clinicas
5.2.1. Amostras controles

Para padronizacao do sequenciamento de Gltima geracédo utilizando Oxford Nanopore,
como controle positivo para virus de RNA, nds utilizamos uma amostra de plasma obtida de
doador de sangue positivo para HIV. Essa amostra é utilizada como controle positivo para as
reacOes de diagnostico molecular de HIV no Laboratério NAT do Hemocentro de Ribeirdo
Preto-FMRP-USP e a mesma apresenta cycle threshold (Ct) de 25,8. O Ct € a intersec¢éo entre
uma curva de amplificacdo e uma linha threshold, uma linha relativa, de uma reacdo em cadeia
da polimerase quantitativa em tempo real — real time quantitative PCR (do inglés, polymerase
chain reaction), mostrando a concentragdo de um alvo em uma amostra (Heid et al., 1996). A
amostra controle estd armazenada em freezer -80°C na forma de aliquotas em razdo de
apresentar poucas variacdes no valor do Ct. Além disso, posteriormente, foi utilizada uma
amostra de cultivo de citomegalovirus — CMV (do inglés, Cytomegalovirus), com alta
concentracdo do virus (Ct=20,0), como controle positivo para virus de DNA. A amostra esta

armazenada em freezer -80°C.

5.2.2. Amostras clinicas submetidas a anélise metagenémica

Durante o periodo de abril de 2020 a abril de 2023 foram utilizadas no total 14 amostras
que foram obtidas de doadores de sangue positivas para uma das trés infecgdes virais de triagem
obrigatéria molecular nos bancos de sangue. Destas amostras, 7 pertenciam a doadores
positivos para HIV-1, 2 amostras positivas para DNA do HBV e 5 amostras positivas para HCV,
todas na fase de janela imunolégica. Ao mesmo tempo as caracteristicas demogréaficas desses
pacientes foram os seguintes: 71,43% (n=10) das amostras pertenciam a homens e 28,57%
(n=4) das amostras pertenciam a mulheres. A idade média dos doadores de sangue foi de 43,71
anos, idade minima 22 anos e idade maxima 61 anos.

Ao mesmo tempo foram utilizadas 19 amostras positivas para HIV, HBV e HCV do
Centro de Hematologia e Hemoterapia do Amapa, Macapa, Estado do Amapa. Destas amostras,
6 foram positivas para HIV, 11 foram positivas HBV, 1 foi positiva para HCV e 1 apresentou
concomitantemente infeccdo por HIV e HBV. Demograficamente, estas amostras pertenciam a
73,68% (n=14) homens e 26,32% (n=5) mulheres e a idade média dos doadores foi de 38,15
anos, idade minima 21 anos e idade maxima 66 anos.

A distribuigdo da coleta de amostras no territdrio nacional pode ser observada no mapa
apresentado na figura 4. Este projeto encontra-se aprovado pelo Comité de Etica do HCFMRP-
USP (CAAE: 57499522.5.0000.5440).
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Estado do Amapa
19 amostras

Estado de Sdo Paulo
14 amostras

Figura 4. Distribuicéo da coleta de amostras clinicas de doadores positivos para as infeccfes de triagem
obrigatoria nos bancos de sangue brasileiros.

5.3. Otimizacéo do processo de sequenciamento de ultima geracédo com finalidade
metagendmica utilizando Oxford Nanopore
5.3.1. Amostra controle virus de RNA - HIV
a) Deplegdo do material do hospedeiro
Passo inicial de pré-preparacdo das amostras para analise metagenémica inclui a
digestdo do material do hospedeiro e acidos nucleicos livres. No nosso caso, para a digestéo foi
utilizada quantidade superior de DNAse presente no kit (Turbo DNA-free Kit, ThermoFisher
Scientific). A volume de 1 mL foi adicionado 3 pl de DNAse (2U/ul) e as amostras foram
incubadas a 37°C por 30 min. Apés a incubacdo a inativacdo da DNAse foi realizada utilizando
beads (DNAse Inactivation Reagent) e centrifugacdo de 10.000 x g por 2 min. O sobrenadante

tratado foi removido e submetido a concentracédo e extracdo de acidos nucleicos.

b) Concentracdo de acidos nucleicos
Para a concentracdo viral da amostra controle nds aplicamos duas estratégias: (i)
concentracdo utilizando ultracentrifugacao seguindo o protocolo de Cebria-Mendoza M. et al.,
2021, com menores alteragbes (figura 5) e (ii) concentracdo utilizando agente quimico:
poliacrilamida linear (abreviacdo LPA) (figura 6).
Para a concentragdo utilizando ultracentrifugacdo foi utilizado 1 mL da amostra de

plasma positiva para HIVV. As amostras foram submetidas a uma centrifugagéo inicial de 3000
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X g durante 10 minutos e o sobrenadante foi submetido a uma outra centrifugagéo de 10.000 x
g durante 10 minutos. Por fim, o sobrenadante foi recuperado e adicionado em tubos e
centrifugado a 100.000 x g durante 3 horas em rotor Type 90 Ti Fixed-Angle Titanium
(Beckman Coulter) na ultracentrifuga Optima L-100K (Beckman Coulter) (figura 5). Apés a
ultracentrifugacdo, os pellets obtidos foram ressuspendidos em 1 mL de PBS e submetidos a
extracdo de acidos nucleicos ou foram fixados para microscopia eletrdnica de transmiss&o.

O agente GenElute LPA (Sigma) é agente quimico utilizado para precipitacdo de acidos
nucleicos na presenca de alcoois (etilico, isopropilico ou butilico). E um agente neutro que além
de aumentar o rendimento de &cidos nucleicos ndo interfere na anélise metagenémica. O co-
precipitado de &cido nucleico e LPA é coletado através de centrifugacdo. A quantidade de LPA
na amostra depende do volume utilizado e geralmente é 1 ul a cada 400 pl de amostra. No nosso

caso, nos volumes de 1 mL nos colocamos 2,5 ul de LPA (25 pg/ul).

Figura 5. Ultracentrifuga Optima L-100K Beckman Coulter (Fonte: The Lab World Group, disponivel em:

https://www.thelabworldgroup.com/product/beckman-coulter-optima-1-100k-ultracentrifuge/)

O
oA
O-p.
0O
NH4*

Figura 6. Estrutura quimica da poliacrilamida linear (GenElute LPA) usado para precipitacdo de &cidos nucleicos
(Fonte: Sigma-Aldrich).


https://www.thelabworldgroup.com/product/beckman-coulter-optima-l-100k-ultracentrifuge/
https://www.sigmaaldrich.com/
https://www.sigmaaldrich.com/
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c) Avaliacdo da concentracdo de particulas virais utilizando Microscopia
Eletronica de Transmisséo
As amostras de plasma foram filtradas utilizando filtros de 0,45 UM para remocéo de
bactérias e materiais provenientes da lise celular. Elas passaram pelo protocolo de
ultracentrifugacédo e apos este procedimento, nos fizemos uma avaliacdo direta da presenca de
particulas virais utilizando microscopia eletrénica de transmisséo. Inicialmente os pellets foram
lavados e fixados em formaldeido durante 4 h. Apos uma centrifugacédo de 25.000 rpm durante
1 hora, o pellet foi diluido em 1X PBS com alta pureza e submetido a microscopia eletronica.
Para a microscopia eletrénica o pellet resultante diluido foi fixado por 30 minutos em grades
de cobre reforcada com membrana de carbono utilizando tetroxido de 6smio (OsO4) como
contraste. A visualizacdo das grades foi realizada em magnitude (aumento) de 300000
utilizando barra de medicdo 200nm. Todos os procedimentos foram realizados no microscépio
de transmissdo JEOL JEM-1230 (JEOL, Akishima-Toquio, Japdo) de alta capacidade de
contraste 40-120 kV de transmissdo. As fotos de microscopia eletronica foram retiradas
utilizando camera profissional Hamamatsu ORCA-HR. Todos o0s procedimentos de
microscopia eletronica foram realizados no Laboratério Multiusuario de Microscopia
Eletronica, Departamento de Biologia Celular da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(FMRP-USP).

d) Estratégias para extracdo acidos nucleicos

Para a extracdo de &cidos nucleicos nos utilizamos duas estratégias diferentes (i) Kit
QlAamp UltraSens Virus (Qiagen, Alemanha) e pelo (ii) Kit High Pure Viral Nucleic Acid
(Roche).

O protocolo de extracdo utilizando o kit QlAamp UltraSens Virus utiliza 1 mL da
amostra, que € inicialmente adicionada a um tampéao de lise e 5,6 pl de carrier RNA (1 pg/ul)
em uma incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos, para lise e precipitacdo das
particulas virais. Em sequéncia, a amostra é centrifugada (1200 x g por 3 min) e o sobrenadante
descartado. No pellet remanescente, a 20 pl de proteinase K e um tampéo de digestdo sdo
adicionados para lise das proteinas virais, que é feita a 40°C por 10 minutos. As condicfes
basais sdo ajustadas pela adi¢do de mais tampéo e o lisado € aplicado a uma coluna QlAamp
spin. Durante uma centrifugacdo (5000 x g por 1 minuto), o material genético se liga a
membrana da coluna, enquanto que 0s contaminantes passam através dela. Os contaminantes

remanescentes sdo removidos por centrifugacdo em dois passos de lavagem (6000 x g por 1
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minuto; 20.000 x g por 3 minutos) e os acidos nucleicos séo eluidos em 60 pl de tampéo de
eluicéo.

O protocolo do kit High Pure Viral Nucleic Acid inclui a utilizagdo de 1 mL de plasma
da amostra, adicionada inicialmente ao binding buffer suplementado com 2,5 ul de LPA (25
pg/ul) e 250 pl de proteinase K em uma incubacdo de 70°C por 15 minutos. para lise das
proteinas virais. Em sequéncia, a amostra é transferida para uma coluna (High Pure Extender
Assembly) e centrifugada (4000 x g por 5 minutos) para separar 0s contaminantes dos acidos
nucleicos, ja que eles se ligam a membrana da coluna. A coluna com o material genético, entao,
passa por uma lavagem com 500 pl de inhibitor removal buffer com centrifugacéo de 8000 x g
por 1 minuto, seguida por duas lavagens com 400 ul de tampé&o de lavagem com centrifugacoes
de 8000 x g por 1 minuto. Finalmente, os &cidos nucleicos séo eluidos em 50 ul do tampéo de

eluicdo pré-aquecido a 70°C.

e) Transcricdo Reversa

A transcricdo reversa foi realizada utilizando o kit SuperScript IV First Strand Synthesis
System (ThermoFisher Scientific). O protocolo consistia das seguintes etapas: em primeiro
lugar foi realizado o anelamento do primer randémico fosforilado (NNNN-PO33-) com o &cido
nucleico a 65°C e por 5 min. Em seguida foi realizado o protocolo de transcrigéo reversa, o
qual inclui 4 ul de 5X SSIV Buffer, 1 pl de 100mM de DTT, 1pl de Ribonuclease Inhibitor e 1
ul de SSIV Reverse Transcriptase (200 U/ul), em uma reacéo de 23°C por 10 minutos, seguido
por 55°C por 10 minutos e, finalizando, 80°C por 10 minutos, para inativar a reacdo. A reacao
foi terminada com a utilizagdo de RNAse H por 37°C por 20 min, para eliminar RNAs

contaminantes.

f) Amplificacéo e ligacédo dos &cidos nucléicos

Nos adotamos trés estratégias para amplificacdo das acidos nucleicos (i) amplificacdo
total isotérmica acompanhada de ligacdo dos fragmentos (ii) amplificacdo isotérmica sem
ligacdo dos fragmentos gerados e (iii) amplificagdo relacionada a geragdo de fragmentos
uniformes seguindo o protocolo de Claro IM et al., 2021.

A reacdo de amplificacao isotérmica utilizou o kit QuantiTect Whole Transcriptome Kit
(QIAGEN, Hilden, Alemanha). Esse kit gera uma amplificagdo altamente uniforme de todos 0s
transcritos presentes da reacdo de transcricdo reversa e os mesmos sdo amplificados com
representacdo igual das duas extremidades da 5 e a 3". Outra caracteristica desse kit é a

possibilidade de amplificacdo de quantidades minimas de cDNA presentes na reagéo atingindo
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concentragOes de até 40 pg. O Kit utiliza a tecnologia de amplificacdo denominada como
REPLI-g que realiza deslocamento de fitas de DNA que resulta em amplificagcdo imparcial. Os

procedimentos realizados estdo apresentados abaixo:

(i) Amplificacdo total isotérmica acompanhada de ligacdo dos fragmentos

Nesta estratégia de amplificacdo, nos realizamos a ligacdo dos fragmentos de cDNA
gerados pela transcri¢do reversa através de um mix de ligacdo de alta eficiéncia contendo 1 pl
de cada uma das enzimas ligases 1 e 2, 2 ul do reagente de ligacéo e 6 ul do tampéo de ligacéo,
em uma incubacéo de 22°C por 2 horas. Apds formado o longo fragmento, um mix de 1 pl da
enzima REPLI-g Midi DNA Polymerase com 29 ul do REPLI-g Midi Reaction Buffer foi
adicionado a amostra, para a amplificacdo deste longo fragmento. A amplificacdo ocorre de

maneira isotérmica, a 30°C por 8 horas.

(if) Amplificacdo isotérmica sem ligacdo dos fragmentos gerados

Nesse tipo de amplificacdo, o protocolo é o mesmo da amplificacdo isotérmica sem a
incorporacdo de passo de ligacdo. 1 ul da enzima REPLI-g Midi DNA Polimerase e 29 ul do
tampéo de reagdo REPLI-g foram adicionados a 10 pl do cDNA produzido na transcricao
reversa, e foram incubados a 30°C durante 8 horas. Nesse método, decidimos testar a influéncia

da ligacao realizando apenas a amplificacdo isotérmica, sem a acao das ligases.

(iii) Amplificacdo relacionada a geracdo de fragmentos uniformes seguindo o protocolo de
Morales e Quick, 2019.

Apos a extracdo dos acidos nucleicos, as amostras foram submetidas a transcri¢éo reversa e
amplificacdo utilizando os primers evidenciados na tabela 1, o kit SuperScript IV First Strand
Synthesis System (ThermoFisher Scientific) para transcri¢do reversa e o sistema Q5 High-

Fidelity para amplificacao.
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Tabela 1. Oligos utilizados no protocolo de amplificacdo SMART-9n (Morales e Quick, 2019).

Primer Sequéncia de nucleotideos

RLBTSO | GCTAATCATTGCTTTTTCGTGCGCCGCTTCAACATIGrGrG

RLB RT 9N TTTTTCGTGCGCCGCTTCAACNNNNNNNNN

RLB PCR TTTTTCGTGCGCCGCTTCA

Na transcricdo reversa, primeiramente, combinamos 10 pl do material extraido com 1
pl de dNTPs (10 mM) e 1 ul do primer RLB RT 9N (2 uM). Esse mix foi incubado a 65°C por
5 minutos para anelamento do primer. Em seguida, foram adicionados a amostra 4 pl de SSIV
Buffer (5X), 1 pl de DTT (100 mM), 1 pl de RNAse OUT, 1 pl de SSIV RTase (200 U/ul) e 1
pl do primer RLB TSO (2 uM), formando uma reacéo de 20pul. A transcrigdo reversa ocorreu a
42°C por 1 hora e 30 minutos, e foi inativada a 70°C por 10 minutos. 6 pl do cDNA resultante
foi entdo amplificado em uma reagéo de 50 pl, contendo 10 pl de Q5 Reaction Buffer (5X), 1
pl de dNTPs (10 mM), 0,5 pl de Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/ul), 2,5 ul do primer
RLB PCR (2 uM) e 30 ul de nuclease-free water para completar o volume total. A reacédo
aconteceu em uma ativacdo inicial a 95 °C por 45 segundos, seguida por 26 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 56°C por 15 segundos e extensdo a 72°C

por 5 minutos, seguidos por uma extenséo final a 72°C por 10 minutos.

g) Estratégias para preparacao de bibliotecas genémicas
(i) Fragmentacéao

Uma das etapas primordiais para o sucesso do sequenciamento de Gltima geracdo € a
metagendmica € a obtencdo de fragmentos de tamanho adequado para serem sequenciados e
posteriormente analisados através da analise bioinformatica. Para geracao dos fragmentos nés
adotamos as seguintes estratégias: fragmentacdo mecanica; fragmentacdo quimica utilizando
endonucleases; geracdo de fragmentos atraves de reacdo de amplificacdo; e reacdo de
amplificagdo isotérmica sem ligacdo dos fragmentos. Os procedimentos acompanhando cada

reacao estdo sendo descritos abaixo:

Fragmentacdo mecanica
A fragmentacdo mecénica foi realizada utilizando a estratégia recomendada pela Oxford

Nanopore de g-tubo (g-tube) pelo Covaris. Nesse método é utilizado um tubo que realiza
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fragmentacdo mecénica na base de hidrodinamica que em respeito a velocidade da
centrifuga gera fragmentos de 6 a 20 kb. O protocolo que implementamos utilizou 49
ul de amostra contendo 1 g de produto de amplificacdo inicial, que foi centrifugado a
6000 RPM por 1 minuto duas vezes na centrifuga Eppendorf 5418R, com a suposta

geracdo de fragmentos de 8 kb.

Fragmentacdo quimica

Esse método consiste na fragmentacgéo através da endonuclease dsSDNA Shearase Plus
Zymo. A digestdo com a dsDNA SheraseTM Plus é a metodologia mais simples para
fragmentacdo de DNA e ndo precisa de custosas técnicas como a fragmentacdo
mecanica acima descrita. Esta técnica conta com a acdo de endonuclease que corta as
ligacGes fosfodiéster e rende fragmentos com extremidades 5 -fosfato e 3 hidroxila.
Esta endonuclease apresenta preferéncias por DNA de fita dupla e gera fragmentos de
tamanho igual em um Unico passo. Ainda, esta enzima ndo introduz viés na preparacao
de bibliotecas genémicas e, portanto, € uma excelente ferramenta para utilizacdo na
metagenémica. No protocolo de fragmentacdo quimica foram utilizados 15 pl do DNA
amplificado para uma reagdo de volume total de 50 pl, contendo 10 pl de dsDNA
Shearase Plus Reaction Buffer (5X), 2,5 pl da enzima dsDNA Shearase Plus (100 ng/ul)
e 22,5 ul de nuclease-free water para completar o volume final. A reacdo foi incubada

a 42°C por 20 minutos e, para parar a rea¢do, a incubacédo foi de 65°C por 10 minutos.

Geracdo de fragmentos uniformes através de amplificacdo utilizando o protocolo
de Morales e Quick, 2019

Nesse protocolo nos utilizamos o protocolo estabelecido por Morales e Quick, 2019.
NOs utilizamos os primers indicados na tabela 1 e o protocolo estd descrito no item
acima “(iii) Amplificagdo relacionada a geragdo de fragmentos uniformes seguindo o
protocolo de Morales e Quick, 20197, j4 que os fragmentos sdo gerados junto a

transcricdo reversa e amplificacéo.

Amplificacdo isotérmica sem ligacéo dos fragmentos

Nesse tipo de amplificacdo o protocolo € o0 mesmo da amplificagcdo isotérmica sem a
incorporacdo de passo de ligacdo. 1 pl da enzima REPLI-g Midi DNA Polimerase e 29
pl do tampéo de reagdo REPLI-g foram adicionados a 10 pl do cDNA produzido na

transcricdo reversa em uma reacdo a 30°C durante 8 horas. Nesse método, decidimos
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testar a influéncia da ligacéo realizando apenas a amplificagdo isotérmica, sem a acao

das ligases.

(i) Preparacao das bibliotecas genébmicas

O protocolo utilizado implementou o sistema de barcoding EXP-NBD104, que possui
0s barcodes NBO1 a NB12, oferecido pelo MinlON, na flow-cell R.9.4.1. Primeiramente, 0s
produtos amplificados foram purificados utilizando AMPure XP beads (Beckaman Dickinson).
Em seguida, foi a realizada a reparagdo das extremidades utilizando 20 pl do amplicons
purificados adicionados a 1,2 pl da enzima Ultra 1l End Prep Enzyme Mix (NewEngland
BioLabs) e 2,8 pl do tampédo de reagdo Ultra Il End Prep Reaction Buffer (NewEngland
BioLabs), em uma incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos e a 65°C por 5 minutos.
Apds a incubacdo, as amostras foram purificadas utilizando 1X AMPure XP beads e o0 material
genético final foi eluido em 11 pl de 4gua nuclease-free.

O préximo passo de preparacdo das bibliotecas foi a ligacdo dos barcodes as
extremidades do DNA. Nesse passo, foram utilizados o kit de barcodes EXP-NBD104 (NBO1
a NB12) e o mix Blunt/TA Ligase Master Mix (NewEngland BioLabs), que contém a enzima
necessaria para que ocorra a ligagdo. 10 pl do material genético eluido de cada amostra foi
adicionado a 12,5 pul da Blunt/TA Ligase e 2,5 ul do barcode especifico para cada amostra. A
ligagdo ocorreu em uma incubagdo de 15 minutos a temperatura ambiente e a enzima foi
desnaturada a 65°C por 30 minutos. Apo6s a ligacdo dos barcodes, as amostras foram
combinadas em um Unico tubo (biblioteca das amostras) e a biblioteca foi purificada utilizando
1X AMPure XP beads. O DNA final foi eluido em 46 pl de 4gua nuclease-free. Além disso, 1
pl da biblioteca foi quantificado com o kit Qubit dsDNA High Sensitivity Assay no
equipamento Qubit 3.0 Fluorometer para garantir que o material genético ndo foi perdido
durante as purificagdes.

Em seguida, os adaptadores foram ligados as extremidades do DNA, utilizando o kit
SQK-LSK109. 45 ul da biblioteca foi adicionado a 5 pl de Adapter Mix 1l (AMII) e 50 pl do
mix Blunt/TA Ligase Master Mix, que contém a enzima necessaria para a ligagdo. Os
adaptadores foram ligados em uma reagdo a temperatura ambiente por 30 minutos. 100 pl das
beads magnéticas foram adicionadas a reacdo para purificacdo da biblioteca e, em sequéncia,
foram feitas duas lavagens das beads com 250 ul Short Fragment Buffer (SFB). A biblioteca
final pura foi eluida em 12 pl de Elution Buffer (EB) e 1 ul dela foi utilizado para quantificagdo
utilizando o kit Qubit dsDNA High Sensitivity Assay no equipamento Qubit 3.0 Fluorometer
(ThermoFisher Scientific).
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h) Sequenciamento de Gltima geragéo

As bibliotecas foram diluidas para 30 ng em 12 pl com Elution Buffer (EB) e
adicionadas a 37,5 pl de Sequencing Buffer (SQB) e 25,5 ul de Loading Beads (LB), reagentes
necessarios para a passagem da biblioteca pelos poros da flowcell. Os sequenciamentos de
ultima geracdo foram realizados em flowcell R9.4.1, utilizando o kit Flow Cell Priming Kit
(EXP-FLP002). 30 pl de Flush Tether (FLT) foram adicionados diretamente ao Flush Buffer
(FLB), formando o priming mix.

Para a corrida, 800 pl do priming mix foi adicionado a loading port da flowcell. Apds 5
minutos, mais 200 pl do priming mix foi colocado na flowcell e, em sequéncia, o volume total
da biblioteca com SQB e LB foram colocados na porta SportON port e a flowcell foi colocada
para corrida. Para realizar o sequenciamento, foi utilizado o software MinKNOW da Oxford
Nanopore. O sequenciamento metagendmico foi realizado em 48 horas para aumentar
significantemente a profundidade do sequenciamento. Apds o final da corrida, o kit de digestdo
e lavagem Flow Cell Wash Kit (EXP-WSHO004), que contém DNAse, foi adicionado a flow cell

para aproveita-la para reuso.

i) Analise Bioinformatica
Os arquivos brutos do sequenciamento foram processados utilizando Guppy e a
demultiplexacdo dos barcodes foi executada utilizando o comando guppy_basecaller. Depois
desses procedimentos, a analise foi feita seguindo uma pipeline de metagenémica estabelecida
no nosso grupo contendo procedimentos de mapeamento até a taxonomia viral com o Kraken2.
Apos o0 basecalling e a demultiplexacdo, os arquivos foram alinhados com o genoma de
referéncia utilizando o software Minimap2 (Li, 2018) versdo 2.17-r974-dirty, ideal para o
alinhamento de longas sequéncias de DNA e/ou RNA, portanto, para os reads obtidos. Sua

documentacdo pode ser encontrada em: <https://github.com/Ih3/minimap2>. O genoma de

referéncia é o de Homo sapiens (Humano), cujo numero de acesso € GRCh38.p14, disponivel
em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000001405.40. A linha de comando

utilizada foi: minimap2 -ax map-ont -t 8 human_reference.fasta reads.fasta > aln.sam.

Ap0s a conversdo do formato de arquivo .sam para .fastq e a selecdo das leituras ndo-
mapeadas com o0 auxilio do Samtools (Daneck et al., 2021) verséo 1.12, foi possivel utilizar o
Kraken2 (Wood et al, 2019) com seu banco de dados default RefSeq NCBI. A linha de comando
para 0 Kraken2 foi kraken2 -db /path-to-database/ -t 12 unmapped.fastq.gz —report


https://github.com/lh3/minimap2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000001405.40

34

unmapped.tsv. Finalmente, os contigs montados foram submetidos a blast no programa
BLASTN do NCBI.

5.3.2.  Amostra controle virus de DNA — CMV

A amostra controle de cultivo de CMV para virus de DNA passou pelos processos de
deplecdo do material do hospedeiro (item 5.3.1.a), concentracdo das particulas virais por
poliacrilamida linear LPA (descrito no item 5.3.1.b), extracdo dos &cidos nucleicos com o Kit
QlAamp UltraSens Viral (Qiagen, Alemanha), descrito no item 5.3.1.d). Para a geracdo dos
fragmentos, foram utilizados dois protocolos distintos descritos no item 5.3.1.f, a fim de
comparacdo: (i) amplificagdo relacionada a geragdo de fragmentos uniformes seguindo o
protocolo de Morales e Quick, 2019 e (ii) amplificacéo total isotérmica acompanhada de ligacédo
dos fragmentos, seguida de fragmentacdo quimica por endonucleases, protocolo descrito no
item 5.3.1.g.(i). Em sequéncia, 0s mesmos métodos de preparacdo das bibliotecas gendmicas,
aplicacdo no sequenciador de uUltima geracdo e andlise bioinformatica, aplicados a amostra
controle de virus de RNA — HIV, foram reaplicados na amostra controle de virus de DNA —
CMV (itens 5.3.1.g(ii), 5.3.1.h e 5.3.1.1).
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6. RESULTADOS

6.1. Concentracdo de particulas virais: avaliacdo de concentracdo através de

microscopia eletrénica

Na técnica de microscopia eletronica de transmissdo, nos avaliamos se a amostra
controle de HIV que passou por ultracentrifugacdo foi concentrada adequadamente. Foi
possivel observar particulas virais semelhantes ao HIV na amostra concentrada (Figura 7),
mostrando particula viral com tamanho esperado (~80 nm). Além disso, podemos observar uma
abundancia de fagos muito densos concentrados nas amostras, pois sdo particulas virais de
tamanho menor ao esperado (<80 nm) (Figura 8). Estes resultados nos demonstram que a
tecnologia de concentragdo por ultracentrifugacdo é uma excelente ferramenta de concentracao

viral.

100

Figura 7. Imagem da microscopia eletrdnica da amostra positiva para HIV concentrada em ultracentrifugacdo. Na
mesma, é possivel observar particula viral de HIV em seu tamanho esperado (~80 nm) e nucleocapsideo mais

denso. Barra de microscopia de transmissdo, 100 nm.
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Figura 8. Imagem da microscopia eletrdnica da amostra positiva para HIV concentrada em ultracentrifugacdo. Na
mesma, é possivel observar diversas particulas virais pequenas, apontando a presenca de mdltiplos fagos na
amostra concentrada. Em alguns casos é possivel observar as caudas quebradas dos fagos. Barra de microscopia

de transmissao, 100 nm.

6.2. Testes iniciais de aplicagdo da metagendmica no sequenciamento nanopore
MinION

No primeiro instante, nds aplicamos extragdo utilizando os kits QlAamp UltraSens
Virus (QIAGEN) e High Pure Viral Nucleic Acid (Roche) nas amostras controle de HIV
concentradas através de ultracentrifugacdo e seguimos com 0s passos de transcrigdo reversa e
amplificagdo isotérmica com ligacdo dos fragmentos e prosseguir com purificacdo das
bibliotecas.

No entanto, durante a purificacdo para o preparo das bibliotecas genémicas no momento
de aplicacdo das beads magnéticas, as mesmas precipitaram na forma de grumos (Figura 9).
Nos explicamos esse ocorrido com o tamanho elevado as fitas de DNA amplificadas atraves de
amplificacdo térmica e principalmente a sua ligacdo em fitas de longo comprimento. Isso deve-
se a nossa intencdo de adaptar a reacdo isotérmica ao sequenciamento de nanoporos que utiliza

fragmentos adquiridos durante a amplificacdo e ndo fragmentos que sdo adicionalmente
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cortados em processo de tagmentacdo que é especifico do sequenciamento Illumina onde a

amplificacdo isotérmica é amplamente utilizada.

Figura 9. Foto de acervo pessoal mostrando os grumos de beads formados durante a purificagdo do DNA (lado

esquerdo) em comparacgdo com o controle negativo, sem grumos (lado direito).

Apesar deste problema, decidimos continuar com o preparo das bibliotecas e o
sequenciamento em si. As bibliotecas foram preparadas normalmente depois da retirada dos
grumos. Os resultados do sequenciamento mostraram baixa qualidade: presenca de leitura de
fragmentos muito longos (alguns acima de 80 kb), e pouca quantidade de dados gerados (<1
Gb) e adequados para analise. No total foram geradas ~ 140 mil leituras que também mostraram
insuficiente para uma analise robusta.

Para a analise bioinformatica preliminar, utilizamos procedimentos de basecalling e
demultiplexacdo utilizando o software Guppy para avaliar a abundéncia viral. A nossa anélise
bioinformatica utilizando o classificador taxonémico Kraken2 demonstrou a presenca. NOs
conseguimos identificar apenas alguns fagos devido a perda excessiva de materiais genéticos
durante o processo de preparo de bibliotecas. Dentre os fagos mais proeminentes foram
Echerichia virus ECH, Trichoderma virens FT-333, Klebsiella virus 2019KP1 e Escherichia
virus LS3. Isso nos demonstra que, apesar da baixa qualidade do sequenciamento, a
concentracdo de material genético foi realizada de maneira adequada, uma vez que fagos foram

detectados, embora ndo houvesse sequéncias de HIV.
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Com a finalidade de otimizar o sequenciamento e aplicar o melhor método para avaliar
a abundancia de virus em amostras provenientes de doadores positivos para NAT de HIV, HBV
e HCV, nos voltamos a nossa atencdo ao processo de fragmentacdo dos fragmentos gerados.
Para esta finalidade nds aplicamos duas fragmentacdes diferentes, i.e., quimica e mecanica,
bem como a geracdo de fragmentos de PCR utilizando os primers de Morales e Quick, 2019.
Ao mesmo tempo, nessa estratégia nos aplicamos dois métodos diferentes de extracdo (kit da
QIAGEN e Roche) a cada processo de fragmentacdo e todos esses procedimentos foram
aplicados dependendo da concentracdo viral (ultracentrifuga ou precipitador quimico —
poliacrilamida linear). Depois cada um dos procedimentos foi avaliado para a contagem das
leituras virais (avaliagdo quantitativa de presenca de HIV), abundancia viral total e presenca de
outros virus que podem ser identificados através da analise metagenémica. Nas tabelas 2 a 5
estd demonstrada a quantidade de leituras virais dependendo do método de concentracgéo,
extracdo e amplificagdo que foram obtidos os seguintes resultados.

Em sequéncia, nds avaliamos a abundancia viral entre os diferentes métodos de
fragmentacdo (Figuras 10 a 14). E possivel observar que na fragmentacdo quimica por
endonucleases, ndo houve uma alta abundancia viral juntamente com o nimero baixo de leituras
de HIV, foram as amostras que mostraram menos leituras virais (Figura 10, Tabela 2). Em
comparacdo, na fragmentacdo mecéanica por g-tube Covaris, € possivel visualizar uma maior
abundancia viral, com a presenca de mastadenovirus, diversos torque teno virus e muitas
leituras de HIV (Figura 11, Tabela 3). As amostras que passaram por amplificacdo isotérmica
sem ligacdo dos fragmentos apresentaram alto nimero de leituras virais e alta abundancia, mas
ndo apresentaram leituras de HIV (Figura 12, Tabela 4). Por fim, as amostras que passaram
pelo método de amplificacio SMART-9N foram as amostras com maior nimero de leituras
virais de HIV e aquelas que apresentaram maior abundancia viral (Figura 13, Tabela 5). Isso se
deve ao fato de serem primers randémicos, mas especificos para a amplificacdo de genomas

virais, facilitando sua identificacdo por meio do sequenciamento.
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Tabela 2. Quantidade de leituras virais nas amostras do método de fragmentagéo quimica por endonucleases.

Endonuclease

NuUmero de Leituras Virais

Porcentagem de Leituras Virais

Leituras de HIV

LPA/QIAGEN

0,69%

LPA/ROCHE

56

0.22%

ULTRA/QIAGEN

49

0,8%

ULTRA/ROCHE

30

0,05%

Abundancia Viral

Comparagé&o Fragmentag&o Quimica por Endonucleases

Reads (%)

P
o

0

barcode 10

WU- I I I I

barcode 11 barcode 12

Barcode

Viruses
. Human adenovirus 1
Human adenovirus 5

. Human alphaherpesvirus 1

. Human mastadenovirus C
. Human mastadenovirus E
. Mollivirus sibericum

. Moloney murine leukemia virus . Torgue teno virus 10
. Torque tenovirus 11
. Torgue teno virus 12

Torgue teno virus 1

. Moloney murine sarcoma virus
. Mycobacterium virus LS

. NY_014 poxvirus . Torgue teno virus 13
. Pandoravirus inopinatum . Torgue teno virus 14

Pandoravirus neocaledonia Torgue teno virus 15
Pandoravirus salinus Torque teno virus 16
Phaeocystis globosa virus Torgue teno virus 17

. Pithovirus sibericum . Torgue teno virus 18
. Poinsettia latent virus . Torgue teno virus 19
. Rice stripe mosaicvirus . Torgue teno virus 2

barcode 9

Figura 10. Abundancia viral pela fragmentacéo quimica por endonucleases.

. Torque teno minivirus 18
Torgque teno minivirus 6
. Torgue teno mini virus 7
. Human immunodeficiency virus 1 . Torque teno minivirus 8
Torgue teno minivirus 9
. Torque teno mini virus ALA2Z . Torque teno virus 27

. Torque teno virus 20

Torgue teno virus 24
. Torgue teno virus 22
. Torque teno virus 23
. Torgue teno virus 24

Torgue teno virus 28
. Torgue teno virus 29
. Torque tenovirus 3
. Torgue teno virus 4
. Torgue teno virus 5
. Torgue teno virus 6

Torgue teno virus 7
Torque teno virus 8
Torgue teno vmini virus 12

. Turkey aviadenovirus 4
. Wenzhou shrimp virus 8
. Yado-nushivirus 1-A

Tabela 3. Quantidade de leituras virais nas amostras do método de fragmentagdo mecanica por g-tube Covaris.

Covaris

NUmero de Leituras Virais

Porcentagem de Leituras Virais

Leituras de HIVV

LPA/QIAGEN

16

0,55%

LPA/ROCHE

0,18%

ULTRA/QIAGEN

12

0.2%

ULTRA/ROCHE

0,15%




Abundéncia Viral
Comparacao Fragmentacao Mecanica

Viruses

. Human adenovirus 1
Human adenovirus 5

1

0
7

Human alphaherpesvirus 1

Human mastadenovirus C

Human mastadenavirus E

. Torque teno mini virus 18

Torque tena mini virus &
. Torque teno mini virus 7
Human immunodeficiency virus 1 . Torque tena mini virus 8
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Tabela 4. Quantidade de leituras virais nas amostras do método de amplificacdo isotérmica sem ligagdo dos

fragmentos.

Amplificagdo isotérmica sem ligacéo

dos fragmentos

Numero de

Leituras Virais

Porcentagem de

Leituras Virais

Leituras de
HIV

LPA/QIAGEN

50

0,18%

LPA/ROCHE

4718

65,25%

ULTRA/QIAGEN

4534

83,22%

ULTRA/ROCHE

2768

34,75%
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Figura 12. Abundancia viral pelo método de amplificacéo isotérmica sem ligacéo.

Tabela 5. Quantidade de leituras virais nas amostras diferentemente concentradas e extraidas do método SMART-
9N.

SMART-9N Numero de Leituras Virais | Porcentagem de Leituras Virais | Leituras de HIV

LPA/QIAGEN 1009 0,54% 951

LPA/ROCHE 35 0,07% 13

ULTRA/QIAGEN 1146 0,73% 1098

ULTRA/ROCHE 1914 0,44% 142
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Figura 13. Abundéncia viral pelo método de amplificagdo SMART-9n.
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Em suma, a abundancia viral de todas as amostras esta representada na figura 14. Nos

propusemos a aplicacdo da seguinte metodologia para metagenémica no sequenciador MinlON

Oxford Nanopore: concentracdo por ultracentrifugacgéo, extracédo pelo kit Roche e amplificacdo

de fragmentos pelo método SMART-9N.
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Figura 14. Abundancia viral comparando todos os métodos de fragmentacéo.

Além dos testes de padronizacdo com a amostra controle positiva para HIV (virus de

RNA), nés utilizamos uma amostra de cultivo de CMV para testar os diferentes métodos para

um virus de DNA. Dados os resultados da padronizagdo, n6s decidimos utilizar nesta amostra
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a concentracdo por LPA, extracdo pelo kit da QIAGEN e testamos dois diferentes métodos de
geracdo de fragmentos: a amplificacdo por primers randémicos, SMART-9N, e a fragmentagao
quimica por endonucleases, a fim de visualizar se 0 método escolhido para virus de RNA
também poderia ser aplicado em virus de DNA. Nés escolhemos a concentracdo por LPA e a
extracdo pelo kit da QIAGEN pensando em facilitar a preparacdo das amostras, principalmente
em trabalhos de campo. No caso de virus de RNA, excluindo a ultracentrifugacdo, a
combinacéo de concentracdo por LPA, extracdo pelo kit da QIAGEN e amplificagdo SMART-
9N foi a que trouxe maior quantidade de leituras virais e leituras de HIV.

Para as amostras de cultivo de CMV, obtivemos um maior nimero de leituras virais e
de leituras de CMV na amostra cuja amplificacdo foi feita através do método SMART-9N em
relacdo a fragmentacdo quimica por endonucleases (Tabela 6, Figuras 15 e 16). Com isso,
identificamos que a recuperacéo de acidos nucleicos pelo método SMART-9N ¢ feita de forma

mais adequada tanto para virus de RNA quanto para virus de RNA.

Tabela 6. Quantidade de leituras virais nas amostras de cultivo de CMV amplificadas pelo método SMART-9N e

nas amostras com DNA fragmentado por endonucleases.

Amostra Controle Numero de Leituras | Porcentagem de Leituras Leituras de

Virus DNA - CMV Virais Virais CMvV
LPA/QIAGEN/SMART-9N 2397 2,98% 2382
LPA/QIAGEN/Endonuclease 98 0.11% 74

Abundancia de Cytomegalovirus nas Amostras Controle
Amplificacdo SMART-SN

. Cytomegalovirus

B outos

Figura 15. Abundancia viral na amostra controle de CMV com geracéao de fragmentos pelo método SMART-9N.
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Abundancia de Cytomegalovirus nas Amostras Controle
Fragmentac&o Quimica por Endonucleases

B cromegaiovius

B outos

Figura 16. Abundancia viral na amostra controle de cultivo de CMV com fragmentacdo do DNA por

endonucleases.

Apds a andlise dos resultados envolvendo os diferentes métodos utilizados para as amostras
controle tanto de virus de RNA quanto virus de DNA, nds observamos que para garantir bons
resultados, nas amostras clinicas, devemos aplicar 0s seguintes métodos para as amostras
clinicas: tratamento com DNAse, concentracdo por LPA, extracdo dos acidos nucleicos através
do kit da QIAGEN e geracdo de fragmentos pelo método SMART-9N, como mostra o

fluxograma na figura 17.

6.3. Amostras clinicas

No6s aplicamos o fluxograma de metodologia mostrado na figura 17 nas amostras
clinicas de doadores de sangue com diagnostico NAT positivo para HIV, HBV e HCV do
Hemocentro de Ribeirdo Preto. As amostras clinicas coletadas no Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Amapa ndo foram utilizadas para anélise devido aos altos valores de Ct
para 0s virus selecionados, o que ndo garantiu a qualidade necessaria para aplica-las no
sequenciador. Foi possivel observar que em todas as amostras foram identificados 0s virus
alvos com excecdo de duas amostras positivas para HCV e uma para HIV. Nas amostras
positivas para HBV, foram identificados também virus como virus da hepatite G — GBVC
(do inglés, GB virus C/ Hepatitis G virus), HIV, HCV, sendo que os dois Gltimos podem
indicar contaminacdo das amostras ou, ainda, classificacdo bioinformética errénea (Figura
18). Alem disso, nas amostras positivas para HCV, também foram encontradas leituras

virais de GBVC, HIV e torque teno virus 5 (TTV-5) (Figura 19). Ja nas amostras positivas
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para HIV, além de leituras virais deste virus, também obtivemos leituras de GBVC, TTV-5
e virus betaherpes humano 5, também conhecido como citomegalovirus humano (HCMV,
do inglés Human cytomegalovirus) (Figura 20). E importante salientar que o barcode 15
indicado na figura 20 e que teve apenas leituras virais de GBVC é uma amostra controle

negativo, mostrando que n&o houve contaminacéo nas amostras clinicas testadas.

- Amostras Clinicas
U HIV, HBV e HCV

v

Tratamento com DNAse

v

Concentraciao por LPA

’ N\ -\ Y
{ 3 Extracdo
b

»»Y Kit QIAamp UltraSens Virus

|

Amplificacio SMART-IN relacionada a geracéo de fragmentos
(Morales e Quick, 2019)

|

Preparacio das bibliotecas
gendmicas e sequenciamento
MinION Oxford Nanopore

|

Analise Bioinformatica

Figura 17. Fluxograma final da metodologia aplicada nas amostras clinicas.
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Abundancia Viral Amostras Clinicas com Hepatite C

B GBviusC
B Human immunodeficiency virus 1
B Human betaherpesvirus 5
B Torque teno virus 5
M Hepacivirus C
B Hepatitis B virus
© o
< -
~ -
o
Barcode 3 Barcode 4 Barcode 5 Barcode 6 Barcode 7
Barcode

Figura 19. Abundéncia viral nas duas amostras clinicas com diagnéstico NAT positivo para HCV.
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7. DISCUSSAO

No presente trabalho, nés implementamos uma padroniza¢do dos procedimentos de pré-
tratamento, concentracdo de particulas virais, extracdo de acidos nucleicos e analise
metagendmica utilizando a flowcell portatil da Oxford Nanopore, que é uma excelente
ferramenta aplicada em regides remotos ou com poucos recursos, quais em geral sdo as mais
afetadas pelos surtos virais ou doencas infecciosas emergentes.

O presente trabalho foi dividido em varias etapas com a finalidade de avaliar em uma
melhor escala as técnicas de pré-processamento da amostragem, extracdo de acidos nucleicos e
fragmentacdo e, assim, obter melhores resultados quando aplicados a realidade da
metagendmica.

Em primeiro lugar, nds realizamos experimentos preliminares com a finalidade de avaliar
os procedimentos de concentracdo, amplificacdo e preparacdo de bibliotecas. Nos nossos
experimentos aplicamos a concentracédo por ultracentrifugacéo, seguindo o protocolo de Cebria-
Mendoza et al., 2021, com menores modificacGes. Outro tipo de concentracdo de particulas
virais foi a concentracdo quimica utilizando poliacrilamida linear (LPA) sob 0 nome comercial
GenElute LPA (Merck). A realizacdo de ultracentrifugacdo foi avaliada para a presenca de
particulas virais através de microscopia eletronica. N6os revelamos uma grande quantidade de
cabecas de fagos (alguns com caudas) e particulas de HIV (Figuras 7 e 8), 0 que demonstrou
que a ultracentrifugacdo é uma técnica eficaz para concentracdo de virus até de tamanhos
menores que sdo os fagos. Cabe ressaltar que isso foi também mostrado na analise
bioinformética, em que as amostras que foram concentradas através de ultracentrifugacédo
demonstraram maior abundéncia viral independentemente do procedimento de extracao.

Um dos maiores desafios para a metagenémica é a falta de protocolo padrdo para os pré-
procedimentos necessarios para a preparacdo da amostra como remocdo do material do
hospedeiro e concentracdo das amostras. Para a remoc¢do do material genébmico da amostra
testada nos utilizamos DNAse de alta concentracdo. Este tipo de tratamento ja tem sido utilizado
pelo nosso grupo nos procedimentos metagenémicos e é amplamente utilizado pelos outros
grupos de pesquisa (Sorensen JW et al., 2021). Este procedimento é baseado na suposi¢do que
a maioria dos virions (particulas virais) permanecem intactos, protegendo o contedo
gendmico, e, nesse procedimento, os acidos nucleicos virais ndo serdo afetados. Este tratamento
é destinado para remocao de DNA livre que pode se encontrar junto com as particulas virais
em uma amostra de qualquer origem, inclusive as amostras clinicas, como é o caso deste
projeto. Em estudos que avaliaram viroma em amostras de solo foi observado que a quantidade

de acidos nucleicos contaminantes é muito alta, podendo chegar por volta de 40-50%, e isso
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pode introduzir muitas sequéncias indesejadas no procedimento de sequenciamento, o que pode
diminuir a geragéo de leituras virais, principalmente quando sdo utilizados primers randémicos
(Sorensen JW et al., 2021).

Outro procedimento critico quando se aplicam os procedimentos metagenémicos é a
concentracdo da amostra. No caso de metagendmica € inviavel utilizar carregadores (carriers)
de &cidos nucleicos de origem animal uma vez que 0s mesmos podem comprometer a analise
bioinformatica introduzindo sequéncias nao desejadas. Portanto, no nosso estudo, utilizamos e
comparamos 2 tipos de concentracdo: utilizando precipitador quimico (+DNAse) de acidos
nucleicos e concentracdo por ultracentrifugacdo (+DNAse). Até agora, para aplicacfes da
metagendmica utilizando Oxford Nanopore, ndo foi realizado estudo que compara 0s métodos
de concentracdo de particulas virais. No nosso caso, observamos que a concentracdo por
ultracentrifugacdo gerou uma abundancia maior de leituras virais do controle, principalmente
qguando combinada com a extracdo utilizando kit QIAGEN, bem como a amplificacdo de
fragmentos utilizando o sistema SMART-9N. Em estudos anteriores, a ultracentrifugagcdo com
gradiente por cloreto de césio (CsCl) mostrou-se superior comparada com a precipitacdo com
polietilenoglicol (Kleiner M et al.,, 2015), o que também foi observado nos nossos
experimentos. Em todos os casos a aplicagdo de ultracentrifugacdo gerou uma abundancia
superior de leituras, ndo somente do virus controle, que foi o HIV, mas também de virus que
foi ocasionalmente descrito nessa amostra que foi o adenovirus humano do tipo 5 (grupo C).
Isso demonstra a grande importancia dos procedimentos aplicados para purificacdo e
concentracdo de particulas virais (pré-preparacdo das amostras) durante procedimentos
metagendmicos e a sua relevancia para a analise bioinformatica. Um problema que foi notado
foi que a ultracentrifuga é um equipamento de alto valor e que € indisponivel na maioria dos
lugares com escassez de infraestrutura. Por este motivo, nessas situacdes, pode ser realizada a
concentracdo de acidos nucleicos utilizando concentrador quimico que também pode gerar
resultados excelentes para realizagdo de metagendmica viral.

Nesta padronizacgéo, nés decidimos utilizar como amplificacdo uma reacao isotérmica que
geralmente é utilizada para amplificagdo do transcriptoma partindo de quantidades minimas de
cDNA, o que é caracteristico de infecgdes virais com carga muito baixa. Os experimentos
preliminares demonstraram formacao de precipitados com as beads magnéticas utilizadas na
purificacdo das bibliotecas, o que pode ter ocasionado devido ao tamanho muito grande dos
fragmentos gerados apds a sua ligagdo em concatdmeros. Na reacdo, nds observamos tamanhos
de fragmentos muito grandes (superando 80 kb), o que pode ter acarretado entupimento dos

nanoporos e esgotamento dos reagentes. Por este motivo, nos decidimos procurar os melhores
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métodos para fragmentacdo e assim realizar o sequenciamento por nanoporos. Assim, duas
estratégias de fragmentacdo foram utilizadas, i.e., fragmentacdo mecénica e fragmentacéo
quimica.

Na fragmentacdo mecanica utilizamos o sistema g-tube (Covaris), em que o material de alto
peso molecular é repassado por um orificio de corte e dependendo da forca gravitacional os
fragmentos sdo clivados do tamanho desejado. Ao mesmo tempo, ndés comparamos a
recuperacdo viral utilizando fragmentacéo quimica por endonucleases. Em ambos 0s casos, n0s
ndo obtivemos resultado significativo o que tange a recuperacéo do controle positivo (genoma
de HIV), mas observamos uma grande abundéncia de virus comensais além de deteccéo positiva
do adenovirus humano do tipo C (HAdV-C5, do inglés, Human adenovirus serotype 5), mas
em menor numero de leituras. Isso nos demonstrou que a amplificacdo isotérmica ndo é um
método adequado quando se trata de sequenciamento de nanoporos, embora seja uma 6tima
ferramenta de metagendmica na preparacdo de bibliotecas do modo Illumina, devido as
quantidades baixas de material genético que amplifica. Cabe ressaltar que a preparacdo de
bibliotecas gendmica nos procedimentos Illumina, depende de processo chamado de
fragmentacdo através de cortes enzimaticos (ou tagmentacdo), o que ndo é utilizado na
preparacdo de bibliotecas da tecnologia de sequenciamento de nanoporos. Ainda, a
profundidade do sequenciamento Illumina, bem como a geracéo de leituras sdo muito diferentes
da Oxford Nanopore, o que exemplifica a nossa dificuldade de obter fragmentos adequados a
serem sequenciados na tecnologia da Oxford Nanopore. Por outro lado, é possivel que o
tamanho dos fragmentos gerados ndo é adequado para o sequenciamento de nanoporos, sendo
eles bastante grandes.

A fragmentacdo € um passo fundamental para realizacdo de sequenciamento de Ultima
geracdo e impacta de forma significativa a analise bioinformatica. A distribuicdo das espécies
no material estudado é muito irregular e o processo de fragmentacdo é um passo fundamental
ndo somente da sua identificagdo, mas também a montagem dos contigs. O sucesso de
classificacéo viral, bem como a montagem dos genomas nesses casos € limitado pelo grau de
fragmentacdo que depende muito do tipo de sequenciamento e o comprimento do genoma
(Garcia-Lopez R et al., 2015). Portanto, na nossa opinido, a fragmentacdo mais adequada para
0 sequenciamento de nanoporos € a geracdo de fragmentos através de amplificacdo por PCR
utilizando primers especificos para os barcodes, como o descrito da Morales e Quick, 2019. E
importante salientar que nds testamos este método tanto para virus de RNA (amostra de bolsa
de sangue positiva para HIV), quanto para virus de DNA (cultivo de citomegalovirus), e, em

ambos 0s casos, a metodologia garantiu melhores resultados na quantidade de leituras virais no
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geral e para os virus alvo das amostras. Além disso, escolhemos os pré-procedimentos em
relagdo a facilidade de uso principalmente para trabalhos de campo, utilizando como
concentrador o LPA em combinagdo com o kit de extracdo da QIAGEN, ja que foram os que
apresentaram melhores resultados em termos de quantidade de leituras e abundéancia viral.

Para comprovar a aplicagdo da metagendmica viral em amostras obtidas para procedimentos
hemoterapicos, nds utilizamos 14 amostras de plasma positivas para viroses de triagem
obrigatoria por NAT obtidas do Hemocentro de Ribeirdo Preto, HIV, HCV e HBV e 19
amostras de plasma obtidas do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Amapa positivas para
as mesmas viroses. Todas as amostras obtidas de Macapéa demonstraram amplificacdo com Ct
relativamente alto, o que ndo permitiu fazer uma analise metagendmica robusta. Considerando
as amostras obtidas de Ribeirdo Preto, em todos os casos, 0s Cts foram adequados, e, portanto,
foram submetidas para a nossa pipeline de metagendémica por nanoporos (Figura 17). As
amostras de HBV, geraram dados suficientes sobre a abundéncia viral, que além do HBV,
detectou GBVC, também conhecido como pegivirus humano do tipo 1 (HPgV-1, do inglés,
Human pegivirus type 1) bem como representantes dos anelovirus como TTV-5. No entanto, a
analise das amostras de HCV, ndo revelou leituras para este agente viral em duas amostras das
cinco positivas. O que observamos foi que em uma amostra foi detectado apenas pegivirus
humano e na outra apenas HIV. Diversas causas podem ser contribuidas a esse resultado, sendo
de origem bioinformatico ou processamento de amostras. Por um lado, a analise bioinformatica
utiliza o programa Kraken para a classificacdo viral que por sua vez aplica sistematica viral
utilizando fragmentos muito curtos. Como os genomas do pegivirus humano e o HCV
apresentam uma grande similaridade, o programa Kraken pode ter classificado erroneamente
algumas das leituras como pegivirus, independente se as mesmas pertencem ao HCV. A
presenca de HIV na outra amostra pode ser contribuida a contaminacdo com sequéncias virais
do HIV durante os processamentos que poderia ter mudado o sequenciamento ao lado de HIV.
Similarmente, em uma amostra ndo foram identificadas sequéncias de HIV, e todas as leituras
pertenciam ao pegivirus humano, que pode ter desequilibrado o sequenciamento e relevado a
presenca apenas dessas leituras. A contaminacdo € um dos principais problemas do
sequenciamento de Ultima geracdo que pode gerar viés significativo na anélise bioinformatica
e interpretacdo dos resultados. Devido a quantidades minimas amplificaveis no sequenciamento
de dltima geragdo e analise sensivel bioinformatica, é imprescindivel tomar medidas para
prevenir esse processo. As pipelines bioinformaticas também devem ser orientadas a evitar e
reconhecer contaminagdo nos dados de sequenciamento de Ultima geragdo (Sangiovanni M et
al., 2019).
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8. CONCLUSAO

No presente trabalho, nds pudemos testar e comparar diferentes métodos de pré-
processamento das amostras para verificar qual a mais adequada para 0 sequenciamento
MinlON da Oxford Nanopore, que € interessante principalmente para estudos de campo de
metagendmica onde ha surtos de infec¢bes emergentes. Dessa maneira, pudemos observar a
importancia dos métodos anteriores ao sequenciamento para o resultado final de leituras do
material genético e sua analise. O método que propusemos estd incorporando concentracao
quimica, extracdo de acidos nucleicos sensivel e procedimentos de preparacdo de bibliotecas
padrdo. Os procedimentos utilizando o sequenciamento de nanoporos sao aplicaveis para busca
de agentes virais emergentes na area de transfusdo de sangue, porém muitos cuidados precisam
ser tomados durante a analise bioinformatica e os procedimentos de preparacdo de amostras

para evitar contaminacdes e presenca de artefatos.
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ap resuiado poslivo molecular do agente patogenico em qusstdo @ somenie serao apllcadas para
padronizacio S0 processd de sequenciamento MinkOM & recuperaco do genoma viral. Meste estudo serdo
utlllzadas apenas amostras descartadas @ ndo terd colsta com relacionada 3 esclarscimentos 308

participanias. Em nenhum momento serdo utlizados dados pessoals dos doatonss que compunhiam o grupo
do estudo Incluido neste projeto de pesquisa.

Conslderaglos sobre 0a Termos de apressniagae obrigatoria:
Documentcs devidamente apresentacos. Solkdta a dispersa de apilcacdo do Temo de

Endaregn:  CAMPUS UNVERSITARKD

Balre: MONTE ALEGRE CEP: 4 (B 000

LiF: &P Munksdpla: RIBERAD PRETO

Telelone: |88 Fax: [183533-1144 E-mail. cooffie unp ls

Db e B

67



":l _USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE {Wﬂp
CEP MEDICINA DE RIBEIRAC
e TR WE PRETO DA USP -

Confmascile: 42 Pascar T 954857

Consentimanto Livre & Esclarecido. Serdo obidas 30 amosiras o2 plasma o2 doadornss o8 sangue do
Hemooantro de RIDeirds Prato, Facuidade e Medicing de Ribeirdo Preto, Universidade de 530 Paula,
diagnosticados com alguma Infecedo viral, denfre a5 quals podem ser HIV (virus da Imunodeiciencia
hurrana), HEV {vinus da hepatite B) @ HCV jirus da hepatte C) {10 amostras e plasma para cada agente
viral). As amosites utlizadas serdo amostas descartadas devido 30 resulado posithvo molecular go agents
patogenico em quesido e somente serdo aplcadas para padronizacdo do processo de sequenclaments
MinIOH & recupsracdo do genoma viral,

Recomentshos:

rido se aplca

Conciusdes oU Penddnclss & Lista de Inadequagiss:

Diante oo sxposto & 3 iz da Resouglo CNS 466/2012, 0 projeto de pesquis3, 3s8m como a sollcfiaco de
dispensa de aplcacio do Termo de Consenbmento Livie & Esclarecido, podem ser enquadrados na
categoria APROVADO.

Conskierailas Finals a critério do CEP:

Projeto Aprovado: Tendo em visia a legisiapdo vigenie, devem ser encaminhados a0 CEP, relabtnios parclals
anuais referentes a0 andamento da pesquisa & relatoro final a0 teming bo frabalho. Quaiquer moditcago
o projeta original deve ser apresentada a esie CEP em nova versio, de forma oojethva & com |ustficativas,
para nova apreciacio.

Eﬂﬂpﬂ'ﬂ[ﬂl’l’[ﬂ slaborads kasaddo noe documenios abalxo relacionahos:

TIpo Cocuments Amuin Fretage LR S0
Iformaies Sascas| PE_INFORMALLES_BASICAS_ DD P | DAl Ao
do Projetn ROJETC 1801234 pr 16:07-52
Ceaalhadn | MestTatn_Comie_Eoca. DATZ0EE [WICTORA A=
mﬂm:rm Frefen - ~Fp 160543 | SIMIONATTC
[ ZUCHERATO
P pd FAEEEE [VICTORA EEEER
regisirada pelg TP 111706 | SIMIONATTOD
ZUCHERATD
Crpame i rCamenn_Fiancen. o [ EOIGREET | VICTORA [ A=
153406 | SIMIONATTD
ZUCHERATDH
| Detaracan_Loncorianda_Hochee 00 | Claoles | WICTORA EEEER
concomdincia 113438 | SIMIONATTD
ZUCHERATD

Endareg:  CANMPUS UNYERSTARD

Babre:  MONTE ALEGRE CEF: 14 (45900

LF: &P Wunisipla: FIBERAC PRETO

Telefone: {1878k Faz: [155E53-1144 E-mail: copffihamusp by

Fgra Sios o4

68



=

AR - NP WS

_ USP -HOSPITAL DAS
CLIMICAS DA FACULDADE DE
MEDICINA DE RIBEIRAQ
FRETO DA USSP -

Confnosgie 4z Pemcar 2 85502

Qo

Foiha de Rosio Foiha_de_Rosin_Piaafonma_Brasil pat VICTORA
SIMIONATTO
LUCHERATC

TCLE/ Tenmoe 08 | Sailciacac,_Dispensa_TCLE pdl VICTORA

Assentimento | SIMIONATTO

Justficatha de ZUCHERATD

Ausancia

TNiGeELmra_InsOuciorElpdl | D 0veles | WIsTORA
Inssuicio & SIMICHNATTO
Infraestneura ZUCHERATD

Sltuajan do Parscer:

Aprovado

Mecoesita Aprociagio da CONEP:

=l

Enderegn:  CANMPUE L

Bairrec  MONTE ALEGRE

FRIBEIRAD PRETC, 15 de Aol ge 2022

Azsinado por:

MARCIA GUIMAREES VILLANOVA

(Coordanadorial]

MNIVERSITAR
CEP: 14 MEG00

UF: 2p Hunkspla: FIBERAD PRETD

Telefone: | {apaedi 210

Fax: [1&3FE3.1144

E-mall: copfyhap kg b

69



