SARS-CoV-2-ANALYSE ZU VOC UND AUFKLARUNG VON INFEKTIONSKETTEN

In der COVID-19 Pandemie unterstltzt das NGS-Labor am Institut fur Hygiene und Umwelt (NGS@HU) die Aufklarung von
Infektionsketten und die Klassifizierung von SARS-CoV-2-Varianten, insbesondere von variants of concern (VOC). Fur die
Ganzgenomsequenzierung des 30 kb grof3en SARS-CoV-2-Virusgenoms wird massive parallel sequencing (MPS) auf einem Illlumina
MiSeq eingesetzt. Zur Herstellung der zu sequenzierenden Bibliotheken (library prep) sind zwel Methoden am HU In der Etablierung

bzw. In der Anwendung. Dabel handelt es sich um die Panel- und Amplikon-Sequenzierung. Im Anschluss an die Sequenzierung wird
mit rechnergestutzten Analysen das Virusgenom anhand des Referenzgenoms (NC 045512) in seiner Gesamtheit rekonstruiert
(mapping, reference-based assembly), und basierend auf den vorherrschenden Mutationen der Pangolin-Nomenklatur zugeordnet. Im
Einzelnen werden die ermittelten DNA-Polymorphismen (single nucleotide polymorphism (SNP), Insertionen, Deletionen, etc.) im
variant call format (vcf) gespeichert und als Grundlage weiterer Untersuchungen eingesetzt. Eine abgeleitete Consensus-Sequenz
wird genutzt, um die vorherrschende SARS-CoV-2-Variante zu charakterisieren oder um Infektionsketten detailliert nachzuverfolgen.
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2. VOC-ANALYSE UND AUFKLARUNG VON AUSBRUCHSGESCHEHEN
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—— 3226Verdau Abb. 1: SARS-CoV-2 Genotypen der sequenzierten Proben im Vergleich

Die Erstellung von Sequenzier-Bib
RNA ist komplexer und zeitaufwenc
Ein wesentlicher Unterschied beste

lotheken (Library prep), auf Basis von

iIger als mit DNA als Ausgangsmaterial.

Nt darin, dass bevor die DNA-Bibliothek

zum Wuhan-Referenz-Stamm (NC_045512) (A) und Stammbaum der
sequenzierten Proben im Vergleich zum Wuhan-Referenz-Stamm
(NC_045512) sowie Einordnung in die Pangolin-Klassifizierung (B).

(A) Gelbe Vierecke weisen auf Mutationen in der Probe im Vergleich zur
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Abdeckung beschreibt den Wert, wie haufig das gesamte SARS-CoV-2-

erstellt werden kann, die RNA zunachs"t mittels reverse Transkription In S Sanom (.53 by n dor jeweligen Setencionny dureh dis genarerte

cDNA umgeschrieben werden muss. Fir die Sequenzierung von viraler [ — seo wird curch i Sedtions-Abgleich der jeweiigen probe mit der Pangoln

RNA glbt es aktue” 3 Varlanten. Bel der ShOtgun Sequen2|erung wird | [Eeev—. Datenbank durchgefuhrt. NA: Mutation im nicht-kodierenden Bereich; ORF:
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Patientenmaterial entnommen, unter Zellkulturbedingungen kultiviert unc NC_045512

vermehrt. Nach Kultivierung wird aus der Reinkultur die RNA isoliert unc

die humane rRNA entfernt. Im Anschluss erfolgt die reverse Transkription ”

Referenz

Nach Qualitatskontrolle der reads werden die Virussequenzen

und die Adapterligaton an die cDNA. DNA-Fragmente mit beidseitigen basierend auf der SARS-CoV-2-Referenzgenomsequenz
Adaptern werden mit PCR angereichert und sequenziert. Bei Amplikon- . (NC045512.2) mittels burrow wheeler aligner (bwa) rekonstruiert
und Panel-Sequenzierungen werden Virus-Panel eingesetzt. Gesamt- | (mapping). Mutationen (single nucleotide polymorphisms (SNP),
RNA wird aus Patientenmaterial isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die Insertionen und Deletionen (Indels), etc.) innerhalb der Sequenzen
Zielsequenz wird mit spezifischen Oligonukleotiden und PCR angereichert . werden mittels Genome Analysis Tool Kit (gatk) identifiziert und

(Amplikon) oder mittels Hybridisierung (Panel) gewonnen. Oligonukleotide klassifiziert. Vorliegende VOC werden basierend auf der Pangolin-
werden abgetrennt und Sequenzadapter ligiert. Vor Sequenzierung erhoht

eine 2. Amplifikation die Quantitat der spezifischen Virus-DNA mit Adaptern.
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