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Introduccion

La vigilancia gendmica de los microbios patdgenos es
una herramienta fundamental en la sanidad publica,
cuya necesidad estd justificada por los brotes continuos,
el impacto del cambio climatico, la invasién de habitats y
los incesantes eventos de transmision zoondtica.!

lllumina Microbial Amplicon Prep proporciona una
herramienta de vigilancia genémica personalizable con

un flujo de trabajo optimizado y corroborado, que utiliza la
misma quimica que el ensayo lllumina COVIDSeq™ (figura 1).
El flujo de trabajo integra la preparacion de muestras y
librerias (incluida la conversién del ADNc para dianas de
ARN, la amplificaciéon PCR, la tagmentacién, la amplificacion
de librerias y los reactivos de limpieza de bolas),

la secuenciacion probada de lllumina y el galardonado
andlisis secundario de DRAGEN™. Para demostrar la amplia
capacidad de la secuenciacién del genoma completo (WGS,
whole-genome sequencing) de virus con Illlumina Microbial
Amplicon Prep, se analizaron varios arbovirus (chikungufia,
dengue 1y Zika), el virus de la viruela simica (Mpox) y el virus
respiratorio sincitial humano (hRSV) A/B utilizando conjuntos
de cebadores de herramientas de disefio de cebadores de
cédigo abierto o bibliografia cientifica acreditada aplicando
modificaciones menores del protocolo. Los resultados
muestran una cobertura completa en genomas viricos

de tamafio variable para una vigilancia eficaz.

Métodos

Preparacion de muestras

Arbovirus

Para caracterizar el rendimiento del ensayo lllumina
Microbial Amplicon Prep para arbovirus, se evaluaron

controles de ARN gendmico disponibles comercialmente
de los virus chikungufia, del dengue 1y de Zika (tabla 1).

Se afiadieron nimeros de copias definidos de ARN
gendmico a 10 ng de ARN de referencia humano universal
(Agilent, n.° de catalogo 740000) para que funcionara como
una muestra artificial de virus de ARN.

Tabla 1: Muestras viricas utilizadas para la evaluacién

Virus Proveedor N.° de producto

Chikungufia Vircell MBC099-R

Dengue 1 Vircell MBCO055-R

Zika ATCC VR-1843DQ
Mpox

Para caracterizar el rendimiento en virus de ADN,

se extrajeron muestras de ADN de lesiones cutaneas
positivas para Mpox utilizando QlAamp DSP DNA Blood Mini
Kit (QIAGEN, n.° de catdlogo 61104) y se utilizaron como
aporte para el ensayo lllumina Microbial Amplicon Prep en
el paso «Amplificacion del ADNc» del protocolo. La carga
virica de las muestras se determiné mediante gPCR
realizada por Aegis Sciences Corporation en el instrumento
de PCR en tiempo real AB 7500 Fast Dx (Applied
Biosystems, n.° de catdlogo 4406985/4406984) para
obtener valores de umbral de ciclos (Ct, cycle threshold).

hRSV

Para caracterizar el rendimiento del ensayo con el hRSV,

las muestras de hisopos nasales (280 pl) almacenadas

en medios de transporte virico se extrajeron con el kit
QlAamp Viral RNA (QIAGEN, n.° de catdlogo 52904). El 4cido
nucleico extraido se trato después con ADNasa utilizando el
kit Quick-RNA MicroPrep (Zymo Research, n.° de catdlogo
R1050). A continuacion, las muestras se diluyeron en una
proporcién 1:10 para obtener un volumen adicional para
pruebas repetidas y/u optimizacién del ensayo. La qPCR se
realizé utilizando el protocolo y las sondas disefiadas por los
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Figura 1: Flujo de trabajo de lllumina Microbial Amplicon Prep. lllumina Microbial Amplicon Prep forma parte de un flujo de trabajo
optimizado para la WGS virica, que integra la preparacion de muestras y librerias con la secuenciacion en cualquier sistema
de secuenciacion de sobremesa de lllumina y el analisis secundario de DRAGEN.
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Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades
de Estados Unidos (CDC, Centers for Disease Control) y el
kit iTaq Universal Probes One-Step Kit 500 x 20 pl (Bio-Rad
Laboratories, n.° de catédlogo 1725141). Cuando se trabaje
con muestras con numeros desconocidos de copias de
objetivos, se recomienda incluir una muestra extraida sin
diluir en el ensayo lllumina Microbial Amplicon Prep para
aumentar la amplificacién de objetivos.

Disefio de cebadores

Todos los cebadores se solicitaron a Integrated DNA
Technologies (normalizados a 100 uM) y se agruparon
con concentraciones equimolares. Los cebadores se
ensamblaron en dos grupos para generar dos conjuntos
superpuestos de amplicones.

Arbovirus

Aunque para el diseflo de cebadores se recomienda un
tamafo predeterminado de 400 pb, se pueden utilizar
amplicones mas largos tanto con objetivos de ARN como
de ADN. Los amplicones mas largos reducen el nimero
de cebadores necesarios, el riesgo de interacciones de
heterodimeros, las interacciones de union fuera del objetivo
y pueden ser necesarios para cubrir regiones con una
alta variabilidad. Los amplicones mas cortos pueden ser
ventajosos, ya que ofrecen un rendimiento mas sélido con
muestras degradadas y regiones dificiles de amplificar
(estructura secundaria del genoma virico).

En el caso del virus chikungufia, la secuencia gendémica
NC_004162.2, selectiva para un tamafio de amplicon de
400 pb, para generar el disefio del grupo de cebadores
CHIK-PP, se procesd mediante la herramienta de software
PrimalScheme. Este grupo de cebadores (CHIK-PP) se
utilizé para el andlisis de Amplirun Chikungunya Virus

RNA Control (Vircell, n.° de catdlogo MBC099-R). Para el
virus del dengue 1, la secuencia genémica KM204119.1,
selectiva de un tamafio de amplicén de 400 pb, se procesd
mediante la herramienta de software PrimalScheme.

Este grupo de cebadores (DENV1- PP) se utilizé para el
analisis de Amplirun Dengue 1 Virus RNA Control (Vircell,
n.° de catdlogo MBC055-R). En el caso del virus de Zika,

se utilizd un disefio de cebadores existente selectivo para
un tamafio de amplicon de 400 pb generado mediante
PrimalScheme.? Los cebadores se agruparon de forma
equimolar y se analizaron en el ensayo utilizando Zika Virus
RNA Control (ATCC, n.° de catalogo VR-1843DQ).

/ Para obtener méas informacion sobre la herramienta
(%~ PrimalScheme, consulte www.primalscheme.com

Mpox

En el caso del virus Mpox, el ADNg se analizé utilizando
un grupo de cebadores optimizados disefiado con
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PrimalScheme especifico para un tamafio de amplicon

de unos 2000 pb.® El grupo inicial de cebadores de

Mpox contiene 326 cebadores optimizados mediante la
incorporacion de cinco cebadores adicionales para abordar
las pérdidas observadas en los amplicones 11, 75 y 118, a fin
de crear el grupo de cebadores MPX-GL-Yv2.

hRSV

Se analizaron un disefio de cebadores de los CDC*y

un disefio de cebadores del Centro colaborador de la
OMS para la Referencia y la Investigacion sobre la Gripe
(WCCRRI)® con muestras de hisopos nasofaringeos
positivas para el hRSV adquiridas de Discovery

Life Sciences. El disefio de cebadores de los CDC
(hRSV-A/B-CDC20) consistid en un disefio de cebadores
para el hRSVA y otro para el hRSVB. Los disefios de
cebadores de hRSV-A/B-CDC20 generaron un total de

19 amplicones (hRSVA) o 20 amplicones (hRSVB) con un
tamafio de amplicén de aproximadamente 925 pb. Si se
utiliza el disefio de cebadores de los CDC, los usuarios
deben determinar el subtipo de hRSV (A/B) mediante gPCR
con conjuntos de sondas establecidos para decidir qué
disefio de cebadores utilizar.® El disefio de cebadores del
WCCRRI (hRSV-WCCRRIB) estéd pensado para generar
seis amplicones tanto para el hRSVA como para el hRSVB,
especificos de tamafios de amplicones variables de entre
unos 2000y 4400 pb. Con el disefio de cebadores del
WCCRRI, no es necesario determinar el subtipo de hRSV.

Preparacion de librerias

Se siguié el protocolo lllumina Microbial Amplicon Prep para
preparar librerias para los virus chikungufia, del dengue 1

y de Zika, sin modificaciones. En el caso del Mpox, el ADN
extraido de muestras positivas para este virus se proceso
empezando por el paso «Amplificacion del ADNc» del
protocolo, ya que el paso de transcripcion inversa no es
necesario para las muestras de virus de ADN. Para el hRSV,
el ARN extraido se procesé siguiendo el protocolo lllumina
Microbial Amplicon Prep, con las siguientes modificaciones:

» Elpaso «Hibridacién del ARN» se modificd para afiadir
2,5 Ul de EPH3 y 6 pl de agua de grado molecular,
en lugar del aporte predeterminado de 8,5 ul de
EPH3. Las pruebas anteriores han demostrado que la
reduccién del aporte de EPH3 mejora el rendimiento
con amplicones de mas de 400 pb (no se muestran los
datos).

« En el programa de «Amplificacion del ADNc» de la PCR
se redujo la temperatura de hibridacion para facilitar
una buena hibridacion de los cebadores (tabla 2).
Esta temperatura se determiné utilizando las secuencias
de los disefios de cebadores de los CDC20 y el WCCRRI,
asf como una calculadora de la temperatura de fusion
(Tm) en linea.
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Tabla 2: Cambios en el programa de «Amplificacién
del ADNc» de la PCR

Paso Temperatura (°C) Tiempo (s) N.° de ciclos
1 98 180 1

2 98 15

3 56/592 30 35

4 72 180

5 4 Retencidén —

a. Latemperatura de hibridacion se redujo de 63 °C a 56 °C, para el conjunto
de cebadores CDC20-RSV-A /B, y a 59 °C para el conjunto del WCCRRI.
El programa de PCR se ejecutd durante 35 ciclos.

Secuenciacion

Las librerias preparadas se desnaturalizaron y diluyeron

a partir de una librerfa agrupada de acuerdo con la

Guia de desnaturalizacién y dilucion de librerias para

los sistemas de secuenciaciéon NextSeq ™ 500 y 550.

Las librerfas se secuenciaron en NextSeq 550 System a
una longitud de lectura de 2 x 149 pb y se normalizaron a
una profundidad de lectura «paired-end» de 1 milléon segin
las recomendaciones de secuenciacion actuales para el
ensayo COVIDSeq.

Andlisis de datos

Los datos de secuenciacidn se analizaron con la aplicacion
DRAGEN Targeted Microbial, disponible en BaseSpace™
Sequence Hub. La aplicacién, de facil uso, alinea las
lecturas con los genomas de referencia, realiza la llamada
de variantes y genera una secuencia de genoma de
consenso que representa la poblacion de especies de
acido nucleico en la muestra. Cuando estan disponibles,
se accede a bases de datos seleccionadas externas para
realizar andlisis de linaje adicionales.

Resultados
Secuenciacion de arbovirus

La secuenciacion de librerias de arbovirus dio como
resultado una mediana de los duplicados técnicos de

la cobertura del genoma del 80 % y el 96 %, con una
cobertura de al menos 10 veces del genoma con aportes

de 500 y 5000 copias viricas, respectivamente, para el virus
chikungufa (figura 2A, 2B); una mediana de la cobertura

del genoma del 94 % y el 98,5 %, con una cobertura de

al menos 10 veces del genoma con aportes de 500 y

5000 copias viricas, respectivamente, para el virus del
dengue 1 (figura 2C, 2D); y una mediana de la cobertura
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del genoma del 97,2 % y el 98,5 %, con una cobertura

de al menos 10 veces del genoma con aportes de 500 y
5000 copias viricas, respectivamente, para el virus de Zika
(figura 2E, 2F).

Para todos los arbovirus secuenciados, la cobertura
aumentd con un mayor aporte de copias viricas, lo que
demuestra la variabilidad del rendimiento en funcion

de la titulacion virica. La alineacion de la lectura de
secuenciacion produjo la deteccion de multiples
sustituciones en todo el genoma de referencia virico
utilizado para el andlisis y el disefio de cebadores.

Estas sustituciones podrian reducir la cobertura o provocar
la pérdida de amplicones si se producen en los sitios de
unién de los cebadores, especialmente en el extremo 3’ de
estos. Se observd una discrepancia en la sustitucién entre
las librerias para el andlisis de la misma muestra o control
virico (figura 2E, 2F). Las réplicas técnicas pueden ser
utiles para los amplicones que no se amplifican de manera
uniforme y se recomiendan para confirmar la llamada de
variantes en la aplicacién DRAGEN Targeted Microbial App.

Secuenciacion de Mpox

La secuenciacién del Mpox dio como resultado una

solida cobertura del genoma en 1 millén de lecturas
«paired-end», a pesar de que el tamafo del genoma era
aproximadamente 20 veces mayor que el de los arbovirus
analizados (figura 3A). Aunque no se representa la
cobertura de las repeticiones terminales invertidas (RTI),
(debido a que el proceso de analisis omite lecturas con
multiples alineaciones), el andlisis posterior de alineaciones
suplementarias de archivos BAM mostré que estas regiones
se amplificaron con éxito (no se muestran los datos).

La evaluacion del efecto del aporte virico en el rendimiento
demostré que puede que las lecturas mapeadas no se
traduzcan en una cobertura completa del genoma para
muestras con titulos bajos (figura 3B).

Secuenciacién del hRSV

Los resultados de secuenciacion mostraron que ambos
grupos de cebadores evaluados pudieron amplificar los
genomas de hRSV-A/B (figura 4). Un analisis posterior
mostré que la menor profundidad de cobertura observada
en las amplificaciones de hRSV-A/B con el grupo de
cebadores del WCCRRI correspondia al amplicon mas largo
(unos 4300 pb, figuras 4A, 4C).> Aunque se recomienda
PrimalScheme para el disefio de amplicones, estos
resultados muestran que otros disefios de cebadores
pueden proporcionar una cobertura genémica completa
con modificaciones del protocolo. Una mayor optimizacion
podria ser la incorporacion de los genomas mas recientes
del hRSV enviados a GISAID en el disefio de cebadores
selectivos de las cepas mas frecuentes y actuales de

este virus.
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Figura 2: Cobertura del genoma de arbovirus de la aplicacién DRAGEN Targeted Microbial. Los resultados de secuenciacion
de arbovirus, incluidos (A, B) el virus chikungufia, (C, D) el virus del dengue 1y (E, F) el virus de Zika, mostraron una mediana elevada
de la cobertura con un aporte de 500 copias y una mayor cobertura con 5000 copias.
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Figura 3: Cobertura del genoma del Mpox. Los resultados de secuenciacion con (A) una muestra representativa del Mpox mostraron
cobertura del genoma completo; (B) las muestras con titulaciones viricas bajas mostraron una cobertura reducida.
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Figura 4: Cobertura del genoma de hRSV A/B. Los resultados
de secuenciacion con muestras representativas del hRSV-A

(A, B) y el hRSV-B (C, D) mostraron que, aungue ambos disefios
de cebadores amplificaron los genomas viricos, la cobertura
reducida observada con el grupo de cebadores del WCCRRI

(A, C) correspondia al amplicon mas largo (~4300 pb).
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Resumen

[llumina Microbial Amplicon Prep proporciona una solucién
de vigilancia gendmica con un rendimiento demostrado
en una amplia gama de familias de virus de ARN y ADN,

y de diversos tamafios gendmicos. Como se muestra en
esta nota de aplicacion, lllumina Microbial Amplicon Prep
proporciona una cobertura completa del genoma (que aqui
se define como una cobertura del genoma virico superior
al 90 %, con una cobertura de al menos 10 veces del
genoma) para todos los virus evaluados. Este kit ofrece

un flujo de trabajo universal con la flexibilidad de poder
personalizarlo para practicamente cualquier objetivo
microbiano de interés.

Mas informacion

[llumina Microbial Amplicon Prep
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