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Project abstract:

Viral metagenomics is one of the most powerful tools for characterizing emerging or unsuspected infections in
patients with an unconfirmed diagnosis. Using metagenomics, multiple viral agents have been identified so far,
some with high pathogenic potential, thus enabling early clinical intervention and adequate treatment of
affected patients. Febrile neutropenia is one of the most frequent life-threatening complications in cancer
patients undergoing oncologic treatment: the adequate management is of paramount importance for the survival
of these patients. As neutropenia is a clinical emergency, treatment is empirical with broad-spectrum antibiotics,
and in fact, their application has dramatically increased survival rates. It is believed that in most cases the
causative agent of neutropenia is bacteria, however, the bacterial pathogen is isolated in culture in only one
third of all cases. In order to evaluate possible viral causes for febrile neutropenia, the objective of this project is
to apply viral metagenomics in patients with oncological diseases undergoing treatment and with clinical
diagnosis of febrile neutropenia. Blood and oropharyngeal swab samples will be collected from 40 pediatric
patients with oncological diseases and febrile neutropenia from the pediatric oncological diseases outpatient
clinic of the Hospital das Clinicas, Faculty of Medicine of Ribeirao Preto, University of Sao Paulo. As control
we will use a group formed by 40 pediatric patients with oncological diseases in remission who are sporadically
returning to the hospital for follow-up. In this project, we will try to identify possible viral causes of
neutropenia in pediatric cancer patients. This would have a significant clinical impact as it can shape the

treatment procedures for these patients and detail the virome present in this emergency clinical condition.
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Metagenomica viral em pacientes pediatricos oncoldgicos apresentando neutropenia febril sem
diagnostico etiolégico

Serdo coletados plasma e swab orofaringeo de pacientes pedidtricos oncoldgicos com neutropenia febril (grupo

experimental) e de pacientes pedidtricos em tratamento e€/ou remissao.

Serdo criados dados do metaviroma destes pacientes por sequenciamento de nova geracdo e andlise estabelecida
pelo grupo de pesquisa.

Plasma obtido do Laboratério de Patologia Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (USP). Estes pacientes realizam hemogramas recorrentemente, portanto utilizaremos o restante do tubo
cedido pelo setor de Hematologia deste laboratério. O swab € coletado diretamente com os pacientes, pela
pesquisadora em questdo. Ambos s6 serdo concedidos perante assinatura e concordancia com os termos de

consentimento e assentimento.
Para o sequenciamento, seguiremos o seguinte protocolo:

Inicialmente, 600 L de plasma ou de swab diluido em PBS sao pré-tratados com Turbo DNAse (ThermoFisher
Scientific) para remocao do DNA do hospedeiro ou de origem bacteriana, com inativagdo da DNAse por meio de
beads. Os dcidos nucleicos virais estdo sendo extraidos utilizando o kit High Pure Viral Nucleic Acid Large
Volume (Roche) com pequenas modificacdes: uso do carrier GenElute Linear Polyacrylamide (LPA) (Merck) para
concentracdo de 4cidos nucleicos e isopropanol para precipitacdo. Apds a extrag@o, os acidos nucleicos sdo
recuperados em 50 pl de 4gua livre de nucleases, pré-aquecida a 70°C. Sdo submetidos a transcri¢io reversa 5 pl
dos acidos nucleicos extraidos, utilizando o Superscript III First-Strand Synthesis System (ThermoFisher
Scientific). A amplificacdo do cDNA estd sendo feita utilizando o kit QuantiTect Whole Transcriptome (QIAGEN).
A biblioteca de sequéncias estd sendo preparada utilizando o kit DNA Prep Library Preparation (Illumina) e
Nextera DNA CD Indexes, utilizando 500 ng do transcrito amplificado para a tagmentacdo. O sequenciamento das
bibliotecas de dupla indexag¢@o serd realizado pela plataforma de sequenciamento Illumina NextSeq 2000,
utilizando o kit NextSeq P3 (300 ciclos) (Illumina), seguindo as instrucdes do fabricante.

O processamento dos dados brutos e classificagdo taxondmica serd realizado utilizando pipeline de metagendmica
viral. Inicialmente, os dados brutos de sequenciamento que forem obtidos serdo submetidos a andlise de controle de
qualidade utilizando o software FastQC v.0.11.8. Trimming e remocdo do adaptador serdo realizados pela
aplicacdo dos softwares TrimGalore v.0.6.6 and Fastp v.0.23.1, a fim de selecionar sequéncias com a melhor
qualidade e livre de adaptadores. Para andlise metagendmica, apenas aquelas com score de qualidade >30 serdo
consideradas. Para inferir a classificacdo taxondmica do viroma, serd utilizado o Kraken2 v.2.0.8 com aplicacdo do
banco gendmico minikraken2. Kraken2 também sera utilizado para subtrair as reads humanas, bacterianas e
parasitérias, a serem excluidas de andlises posteriores. Virus que ndo causam infec¢des humanas, fagos e artefatos
serdo removidos manualmente dos resultados de Kraken2, j4 que ndo constituem um objetivo de interesse deste
estudo. Montagem “de novo” serd realizada utilizando SPAdes v.3.13.0 para gerar contigs virais. Por fim, a
classificacio taxondmica baseada em identidade de proteina sera feita por Blastx, pelo software Diamond v.0.9.29.
Esta pipeline também serd aplicada para screening de contaminantes e artefatos, os quais serdo removidos apds o
BlastX.

Termos de assentimento/consentimento

Mediante aprovagio no Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto



Segundo a legislacdo local.

Caderno de laboratorio (acesso pessoal) e nuvem institucional.

Acesso pessoal e mediante identificagao.

Dados do sequenciamento e dos pacientes (identificac¢do, diagnédstico, desfecho clinico)
Publicacdo e preservacdo em nuvem institucional.

Publicac¢des em revistas cientificas e na publicag@o da tese.

Dados serdo visualizados/acessados somente ap6s publicacdes. Ao que se refere aos dados pessoais dos pacientes,

estes serdo renomeados com uma identificacdo interna e o nome ndo serd compartilhado sob hipétese alguma.

Anielly Sarana da Silva e Svetoslav Nanev Slavov

Turbo DNAse 2U/JI (Thermo Fisher) X2
QuantiTect Whole Transcriptome (QIAGEN) x1

High Pure Large Viral Nucleic Acids Kit (Roche) X2

GenElute LPA 5 pg/Ml (Merck) x1
Qubit dsDNA High Sensitivity Kit (Thermo Fisher) x1

DNA Prep Library Preparation (Illumina) X1
SuperScript III First-Strand Synthesis System (Thermo Fisher) x1

High Sensitivity DNA Kit — Chips & Reagents (Agilent Technologies) x1

NextSeq P3 (300 ciclos) (Illumina) X1
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