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RESUMO

As técnicas de sequenciamento de nova geragao tém se constituido uma ferramenta muito util
para a identificacdo, estudos da diversidade e da dispersao de arbovirus no mundo. Nos tempos
recentes, diversos estudos utilizaram o sequenciamento baseado na tecnologia de nanoporos
para o manejo de surtos virais. Essa revisao aborda as metodologias de sequenciamento de ter-
ceira geragdo que utilizam de nanoporos para investigagdo de surtos causados por arbovirus.
Para tanto, foi realizada a busca de artigos publicados em bases indexadas que envolveram o
uso de sequenciamento por nanoporos, no periodo de 2014 a 2019 onde foram selecionados,
por critérios de inclusdo e exclusdo estabelecidos, 13 artigos originais. Os estudos analisados
mostraram que o MinlON se tornou uma ferramenta muito 1til para o sequenciamento genod-
mico, principalmente em regides com infraestrutura reduzida. Todavia, apos anélise das discus-
soes, pode-se notar que o MinlON ainda possui taxas de erro e falhas que poderiam ser cobertas

se fossem empregadas outras técnicas de sequenciamento que ndo se utilizam de nanoporos.

Palavras-chave: Arboviroses, sequenciamento, nanoporos.



ABSTRACT

New generation sequencing techniques have been a very useful tool for the identification, stud-
ies of arbovirus diversity and dispersion in the world. In recent times, several studies have used
sequencing based on nanopore technology for the management of viral outbreaks. This review
addresses third-generation sequencing methodologies that use nanopores to investigate arbo-
virus outbreaks. For this, we searched for articles published in indexed databases that involved
the use of sequencing by nanopores, from 2014 to 2019, with 13 original articles were selected
by inclusion and exclusion criteria. Studies have shown that MinION has become a very useful
tool for genomic sequencing, especially in regions with reduced infrastructure. However, after
reviewing the discussions, it can be noted that MinION still has error and failure rates that could

be covered if other non-nanopore sequencing techniques were employed.

Keywords: Arboviruses, sequencing, nanopores
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1 INTRODUCAO

Técnicas de sequenciamento sdo utilizadas para determinar a ordem da sequéncia de
bases nucleotidicas de um fragmento gendomico ou do genoma completo de um organismo (1).
Os primeiros métodos de sequenciamento surgiram entre os anos de 1970 e 1980, tendo passado
por diversos processos de aprimoramento e evolugdo desde entdo (2).

Nos primoérdios das técnicas de sequenciamento, o0 método de Frederick Sanger foi o
que se destacou e dominou a area por cerca de duas décadas (2). A técnica de Sanger se baseou
no sequenciamento de uma cadeia de DNA onde a chave principal para o sucesso era a diferenca
entre a acdo do desoxirribonucleotideo (ANTP) e do didesoxirribonucleotideo (ddNTP) (2). En-
quanto o ANTP permite a continuacao das insercdes das bases nitrogenadas, o ddNTP impede
que esse processo prossiga, dessa forma sao sintetizadas fitas de DNA de tamanhos diferentes
que sdo aplicadas em gel de eletroforese, de que os fragmentos de diferentes tamanhos possam
ser ordenados e lidos, fornecendo assim, a ordem das bases nitrogenadas presentes na amostra
(2).

Com o passar dos anos, o sequenciamento de primeira geragao deu espago as novas
tecnologias como os sequenciadores de segunda e terceira geragdes, tornando a atividade de
sequenciar cada vez mais pratica e com melhor qualidade, possibilitando também a analise de
fragmentos maiores e a redugao do tempo de execucao(3). Além disso, alguns dispositivos mais
modernos tém a vantagem da portabilidade, permitindo o uso da técnica de sequenciamento em
locais remotos (3).

Um dos equipamentos capazes de realizar o sequenciamento de uma forma mais rapida
e menos trabalhosa que a proposta de Sanger, ¢ o MinlON, lancado pela Oxford Nanopore
Technologies, uma startup britanica que tem como proposta a tecnologia de sequenciamento
portatil e em tempo real. Este equipamento opera com uma célula de fluxo (flowcell) onde
ocorre o sequenciamento de fato (4). Dentro da flowcell existe uma membrana com uma enorme
quantidade de nanoporos, ou seja, proteinas acopladas, responsaveis por realizar a “leitura” das
bases nitrogenadas presentes nas fitas de DNA introduzidas no equipamento (4).

O MinION vem sendo utilizado para o sequenciamento de diversos patogenos de im-
portancia médica e de sauide publica em todo o mundo (5). Nos ultimos anos, a tecnologia vem
sendo muito utilizada no Brasil para estudo de surtos de arbovirus como Zika e Febre Amarela
(5).

Os arbovirus sao virus que podem ser transmitidos por insetos e artropodes, € pelo fato

da sua replicagdo também acontecer neles, essa ¢ uma classificagdo ndo taxondmica, sendo



inclusos espécies das familias Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae € Rhabdo-
viridae que em sua maioria, sdo virus de RNA (6). A origem da palavra arboviroses ¢ inglesa e
deriva de Arthropod-borne virus (7).

Os arbovirus, dentre outros virus de importancia epidémica, t€ém se destacado como uma
potente ameaca nas regides tropicais, como a América do Sul, devido a sua forma de transmis-
sdo por insetos e artropodes somada as condigdes climaticas e precariedade em sanitarismo
nessas regioes (7). Sao virus de grande relevancia para a saide publica pois apresentam mani-
festagdes clinicas severas e graves (6).

Levando em consideracdo que ¢ muito importante para as investigacdes epidémicas de
arboviroses que os agentes causadores sejam identificados com eficacia e rapidez, esta revisao
organizou estudos que utilizaram a tecnologia de nanoporos para sequenciamento gendémico no

manejo de surtos causados por arbovirus.



2 METODOLOGIA

Este estudo trata-se de uma revisao sistematica, baseada no protocolo PRISMA. A busca
bibliografica  foi  realizada  através da base de dados do  Pubmed
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) onde a seguinte equagdo de busca foi utilizada: (("Ar-
bovirus  Infections/diagnosis"[Title/Abstract] OR  "Arbovirus Infections/epidemio-
logy"[Title/Abstract] OR "Arbovirus Infections/isolation and purification"[Title/Abstract]
AND "sequence" AND "nanopore" OR "minion"[Title/Abstract])), no periodo de 01/11/2014
até 15/09/2019, apoés realizada a pesquisa, os artigos foram tabulados e triados conforme os
critérios estabelecidos. Foram utilizados os seguintes critérios de inclusdo “uso de sequencia-
mento por nanoporos”, “estudo de surtos por arboviroses” e “periodo entre 01/11/014 e
15/09/2019” (Figura 1), foram excluidos os estudos que tratavam de metodologias de sequen-
ciamento que ndo envolviam a técnica de nanoporos ou ndo tratavam de surtos causados por

arbovirus.

Busca através do
PUBMED

Termos chave "Arbovirus Infections/diagnosis",
"Arbovirus Infections/epidemiology"”, "Arbovirus
nn

Infections/isolation and purification", "sequence",
"nanopore" e "minion"

Periodo de 01/11/2014 até
15/09/2019

Tabulagéo e triagem dos
artigos

Critérios de inclusdo:

Adigdo de mais dois artigos | |1 Uso de sequenciamento por
— nanoporos no estudo

2. Ser um estudo de surtos e
outros casos de arboviroses

Leitura e discussao dos artigosj—

Figura 1. Fluxograma da metodologia utilizada no estudo. Atividades desenvolvidas por

ordem de ocorréncia de cima para baixo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO:

Foram encontrados 324 artigos dos quais, 14 foram selecionados por estarem em con-

cordancia com os critérios de inclusdo e apresentarem relevancia no que tange o propdsito para

esta revisao (Tabela 1). Muitos estudos foram realizados com o propdsito de mostrar a funcio-

nalidade em utilizar o sequenciador portatil para auxiliar na vigildncia genémica de arbovirus

de importancia em saude publica.

Tabela 1. Artigos incluidos nesta revisio

Titulo do Artigo

Ano de Pu-  Agente Viral Técnica de Tecnologia de
Autores
blicagio Estudado Amplificagdo  Sequenciamento

Assessment of meta-
genomic Nanopore
and Illumina se-
quencing for recov-
ering whole genome
sequences of
chikungunya and
dengue viruses di-
rectly from clinical
samples

Kafetzopoulou CHIKV [lumina
2018 PCR
LE, et. al. DENV MinION

Detection of Viral
Pathogens With
Multiplex Nanopore
MinION Sequencing
Be Careful With
Cross-Talk

CHIKV
XuY, et. al. 2018 - MinlON
DENV

Establishment and
cryptic transmission
of Zika virus in Bra-
zil and the Americas

Faria NR, et. MinION
2017 ZIKV PCR
al. I1lumina

Field diagnosis and
genotyping of
chikungunya virus
using a dried re-
verse transcription
loop-mediated iso-
thermal amplifica-
tion (LAMP) assay
and MinION se-
quencing

Hayashida K, PCR
2019 CHIKV MinlON
et. al. LAMP

Genomic and epide-
miological monitor-
ing of yellow fever
virus transmission
potential

Faria NR, et.
| 2018 YFV PCR MinlON
al.

Genomic, epidemio-
logical and digital
surveillance of

Naveca FG, et.
| 2018 CHIKV PCR MinION
al.
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Chikungunya virus
in the Brazilian Am-
azon

Metagenomic arbo-
virus detection using
MinION nanopore
sequencing

Batovska J, et.

al.

2017

CHIKV

PCR

MinlON

I1lumina

Multiplex PCR
method for MinION
and Illumina se-
quencing of Zika
and other virus ge-
nomes directly from
clinical samples

Quick J, et. al.

2017

ZIKV

PCR

MinION

I1lumina

On-Site MinION Se-
quencing

Runtuwene

LR, et. al.

2019

ZIKV

PCR

MinIlON

Parallel ClickSeq
and Nanopore se-
quencing elucidates
the rapid evolution
of defective-interfer-
ing RNAs in Flock
House virus

Jaworski E, et.

al.

2017

FHV

PCR

MinION

I1lumina

Rapid metagenomic
identification of vi-
ral pathogens in
clinical samples by
real-time nanopore
sequencing analysis

Greninger AL,

et. al.

2015

CHIKV

PCR

MinlON

I1lumina

Rapid Sequencing of
Multiple RNA Vi-
ruses in Their Na-

tive Form

Wongsurawat

T, et. al.

2019

ZIKV
CHIKV
MAYV

VEEV

VSV
OROV

MinION

Towards high qual-
ity real-time whole
genome sequencing
during outbreaks
using Usutu virus as
example

Oude
Munnink BB,

et. al.

2019

USuv

PCR

MinIlON

I1lumina

Unbiased Strain-
Typing of Arbovirus
Directly from Mos-
quitoes Using Na-
nopore Sequencing:
A Field-forward Bi-
osurveillance Proto-
col

Russell JA, et.

al.

2018

ZIKV

PCR

MinION

O estudo realizado por Naveca e colaboradores, demonstrou o uso do MinION na regido

Amazobnica, onde os dados obtidos mostraram um grande surto no Acre da linhagem FEast-
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Central-South African (ECSA) do virus Chikungunya, demonstrando a possibilidade de futuros
surtos naquela regido (8).

Entre 2016 e 2017, durante um surto com o virus da Febre Amarela (YFV) aqui no
Brasil, Nuno e colaboradores realizaram um trabalho onde foi possivel sequenciar o genoma do
YFV e caracterizar a sua transmissao se utilizando do MinION. Foi verificado, entre os estados
com maiores numeros de casos, que houve uma transmissao do virus entre primatas ndo-huma-
nos que se expandiu até os humanos, durante uma epidemia (9).

Outro estudo realizado com seis diferentes virus, Mayaro virus (MAY'V), Venezuelan
Equine Encephalitis virus (VEEV), Chikungunya virus (CHIKV), Zika virus (ZIKV), Vesicular
Stomatitis Indiana virus (VSV) e Oropouche virus (OROV), comprovou a eficiéncia e rapidez
do equipamento MiniON, quando em apenas duas horas foram realizadas as sequéncias dos
genomas dos virus estudados (10).

Um projeto internacional que apresentou bastante expressividade foi o “Andlise em
tempo real do virus Zika no Brasil” (ZIBRA). Neste estudo, os autores demonstraram o uso do
MinION na geragdo de um grande nimero de genomas do ZIKV, contribuindo com o controle
de surtos da doenca no pais (5).

O dispositivo MinION também ja foi utilizado em estudos de metagendmica, permitindo
a identificacdo de outro arbovirus, o Virus da Encefalite Equina Venezuelana (VEEV), que ¢
um importante patdégeno para as Américas, sendo capaz de causar encefalite aguda em humanos
e animais, possivelmente levando-os a 6bito (11). Estudos de metagendmica sdo realizados
quando o patogeno ¢ desconhecido, podendo auxiliar na identificacdo do agente causador de
surtos (12).

Como alguns arbovirus possuem titulos virais baixos, como o ZIKV, ¢ possivel realizar
0 sequenciamento metagendmico do genoma inteiro potencialmente em campo (13).Além
disso, o MinION e o Illumina apresentaram um desempenho comparavel, com porcentagens do
genoma de referéncia semelhantes, como no estudo com o ZIKV, realizado por Quick e cola-
boradores, que obteve uma cobertura de 97,7% do genoma do ZIKV na leitura realizada pelo
MinlON, j4 no sequenciamento [llumina apenas uma pequena porcentagem (<0,01%) das lei-
turas se alinharam ao ZIKV e elas cobriam apenas uma fragdo do genoma (13).

Em adi¢do, um trabalho realizado com o Usutu virus (USUV) demonstrou também um
desempenho comparavel entre 0 MinlON e Illumina, que originaram um genoma idéntico ao
do genoma consensual, evidenciando que as taxas de erro de sequenciamento pelo MinION
possuem um menor impacto no consenso de sequéncias para amostras com sequéncias de alta
cobertura (14).

A utilizagdo do MiniON para lidar com genomas virais defeituosos, do tipo selvagem,

foi realizada em um estudo com o virus Flock House (FHV) para caracterizar a formacao de
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RNAs interferentes com defeitos (DI-RNAs), sendo possivel observar o acumulo desses DI-
RNAs de forma rapida e que sdo caracterizados por diversas recombinagdes de RNA. O que
reforga a importancia da utilizagdo dessa ferramenta para desvendar processos e evolucao des-
ses RNAs interferentes com defeito (15).

Em outro estudo ¢ dito que o sequenciamento por nanoporos ¢ de suma importancia para
a complementacdo do diagnostico molecular como a Polymerase Chain Reaction (PCR) (16).
Porém o sequenciamento de terceira geracao também pode ser combinado com outras técnicas
de amplifica¢do além da PCR, o Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ¢ uma téc-
nica que se combinada com a transcriptase reversa provou tao eficaz quanto, além de ser mais
viavel que o PCR, ja que, seu custo ¢ bem inferior, sua técnica ¢ mais simples e ndo se faz
necessaria a utilizacao de equipamentos de alto custo (17).

Apesar das diversas vantagens apresentadas, os estudos também reportam as desvanta-
gens do sequenciamento por nanoporos. Um exemplo, ¢ que apesar da metagendmica em se-
quéncias de virus de RNA ter varios beneficios na saude publica, essa técnica possui limitagdes,
como o limite de deteccao que € maior que o limite da técnica de qRT-PCR, assim, para diag-
nostico o qRT-PCR possui um limite de detec¢do baixo (18).

As leituras realizadas pelo MiniON nao possuem uma qualidade tdo boa quanto outros
sequenciadores como o Illumina MiSeq. O estudo para detec¢do metagenomina do arbovirus
Ross River (RRV) diretamente do mosquito Aedes notoscriptus mostrou que o MiniON gerou
menos leituras e com qualidade inferior ao MiSeq, com uma alta taxa de erro (4,7% comparado
a 0,7% para o MiSeq) (19). Outro ponto ¢ que o MinlON apresenta problemas nas leituras
quiméricas. Através da utilizagdo do sequenciamento multiplex se utilizando do préprio Mi-
nlON com os arbovirus da dengue e chikungunya e o virus da Infleunza A, foi possivel mostrar

a importancia de filtrar cuidadosamente os dados a serem sequenciados antes da analise (20).
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4 CONCLUSAO

Os artigos aqui apresentados mostraram que o sequenciamento de terceira geracao ¢
eficaz quando se trata de sequenciamento das diversas arboviroses, mostrando também versa-
tilidade a mais de um método de amplificacdo. Apesar de nao ser a melhor tecnologia aplicavel
sempre, o MinlON ainda se faz de grande importancia, principalmente, por conta do pouco
tempo utilizado para as leituras e da sua portabilidade, permitindo sequenciar genomas inteiros
de maneira eficiente em locais de dificil acesso. Também possuindo desvantagens como seu
limite de detecgdo baixo para fins diagnosticos, havendo outras técnicas melhores para essa
finalidade, maiores taxas de erros na leitura, se comparado com outras tecnologias como o Illu-

mina MiSeq e problemas com leituras quiméricas.
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