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Erinevate td6voogude analiils viiruste tuvastamisel

Viirused on véikesed rakusisesed parasiidid, mis vajavad paljunemiseks peremeesorganismi —
olgu selleks the- vdi hulkraksed organismid. Viirused on vaga mitmekesised ning uusi viiruseid
avastatakse pidevalt juurde. Kéesoleva t60 eesmargiks on anallilisida erinevaid programme ja
todvooge, mis on loodud uute viiruste avastamiseks ja teadaolevate viiruste tuvastamiseks
proovidest. Erinevate positiivsete ja negatiivsete kilgede vélja toomine aitab leida sobivaimat
tdovoogu viiruste detekteerimiseks. Viiruste tuvastamine erinevatest keskkondadest aitab meil
koguda tdiendavaid andmeid selliste viiruste kohta, mida oleks vdimalik rakendada ka

meditsiinis.

Marksonad: viirused, klassifikatsioon, tuvastamine, avastamine, sekveneerimine, k-meer

CERCS: B110 (Bioinformaatika, meditsiiniinformaatika, biomatemaatika, biomeetrika)

Various pipeline analysis for virus detection

Viruses are small intracellular parasites that require a host for replication — be it a unicellular or a
multicellular organism. Viruses are very diverse life forms and new viruses are constantly
discovered. The purpose of this work is to analyze various programs and pipelines designed to
discover new viruses and detect known viruses from samples. Bringing out the various positive
and negative sides will help finding the most suitable workflow for detecting viruses. Detection
of viruses from different environments will help us to gather additional data on viruses that could

be applied in medicine as well.
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SISSEJUHATUS

Viirused on nukleiinhappest ja valkudest koosnevad bioloogilised tiksused, mille suurus jaab
enamasti vahemikku 20 kuni 120 nm. Viirused on rakusisesed parasiidid ja vajavad
paljunemiseks peremeesorganismi. Viiruseid leidub igas keskkonnas ning nende populatsioon ja
mitmekesisus on véaga suur. Laialdane levik meie planeedil vdimaldab viirustel méngida
"looduslike mootorite™ rolli, juhtides Glemaailmset energia ja toitainete ringlust kontrollides nii
bakterite, ainuraksete kui ka hulkraksete populatsioone. Viirused on ka inimese mikrobioomi

lahutamatuks osaks.

Maal arvatakse olevat le 100 miljoni erineva viiruse liigi. Osad nendest on patogeensed,
pohjustades haigusi, mis voivad halvimal juhul I6ppeda surmaga. Seet6ttu on oluline nii uute

viiruste uurimine kui ka viiruste tuvastamine erinevatest keskkondadest.
Viiruste tuvastamiseks ja uute viiruste avastamiseks on valja to6tatud mitmeid meetodeid.
Uldiselt saab need jagada kolme rihma:

1. viiruse osakeste avastamine (nende Kkindlaks tegemine, nende kontsentratsiooni
maaramine, suurused ja muud flusikalised ja keemilised omadused) vOi viiruse
nakkavuse kindlaks tegemine (viroloogiline uuring)

2. otsene indikatsioon viiruse antigeenide proovide ndidistele (immunoloogilised meetodid)

3. viiruse nukleiinhapete analiitis (molekulaar-geneetilised meetodid).

Antud to0 keskendub peamiselt viimasele riihmale, sest sekveneerimisandmete analliis
vOimaldab lisaks teadaolevate viiruste tuvastamisele ka uute viiruste avastamist erinevatest
keskkondadest. Sekveneerimise andmete analuisiks on loodud erinevaid bioinformaatilisi
programme, millega saab viiruseid klassifitseerida ja identifitseerida. Programmid jaotatakse
kdige uldisemalt kahte gruppi: kahe jarjestuse vordlusel (BLAST) pohinevad ja k-meeridel
pdhinevad. Mdlemal l1ahenemisel on nii positiivseid kui ka negatiivseid kiilgi.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1. VIIRUSTE ULEVAADE

Viirused koosnevad nukleiinhappest ja valkudest ning replitseeruvad ainuraksetes voi hulkraksete
organismide rakkudes (Koonin et al., 2006). Viirused koosnevad kahest v6i kolmest elemendist:
(1) geneetiline materjal (DNA vi8i RNA); (2) geneetilist materjali umbritsev valgukate, mida
nimetatakse kapsiidiks; (3) monel juhul Gmbritseb kapsiidi veel peremeesraku péritoluga lipiidne
membraan. Viiruslikud kapsiidid on siimmeetrilised nanokonteinerid, mille 1abimd6t on tavaliselt
vahemikus 20 kuni 120 nm. Paljudel juhtudel koosnevad kapsiidid ainult tihe valgu koopiatest
(Hu et al., 2008). Erandina saab vélja tuua suured viirused nagu pandooraviirus ja pithoviirus,
mille suurus Uletab hte mikromeetrit (Legendre et al., 2014).

Ajalooliselt olid vene bioloog Dmitri Ivanovski ja Hollandi botaanik Martinus Willem Beijerinck
esimesed, kes Uksteisest sdltumata eraldasid esmakordselt tubaka mosaiikhaigust p&hjustanud
tubakaspetsiifilise patogeeni. Ivanovski tdestas, et nakatunud tubakalehtede ekstrakt jai
nakkuslikuks isegi pérast filtreerimist, mis tavaliselt eraldab bakterid uuritavast proovist. Esialgu
arvati, et nakkust voib pohjustada bakteriaalne toksiin, kuid hiljem joudis Beijerinck jareldusele,
et tegemist on uue patogeeniga, mis vajab elusate rakkude replikatsiooni ja paljunemist ning

hakkas nimetama seda viiruseks. (Bos, 1999)

Uldiselt kodeerivad viiruse genoomid suhteliselt vahe valke. Suurem osa uuritud viirustest
kodeerib ligikaudu 1-12 valku (joonis 1). Vaatamata sellele petlikule lihtsusele on viiruste
replikatsiooni ja biokeemilised mehhanismid vdga mitmekesised (Zeigler Allen et al., 2017).
Selline mitmekesisus vBimaldab viirustel nakatada kdiki elusorganisme, nii baktereid, arhesid kui
ka eukariioote ning neid leidub kdigis Okoloogilistes nissides (Haynes and Rohwer, 2011).
Laialdane levik meie planeedil vGimaldab viirustel méngida "looduslike mootorite™ rolli, mis
juhivad Glemaailmset energia ja toitainete ringlust kontrollides nii bakterite, ainuraksete kui ka

hulkraksete populatsioone (Suttle, 2007).
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Joonis 1. Kodeeritavate valkude arv viiruse kohta. Viiruse genoome on Uniproti andmebaasis
(UniProt reference proteomes) kokku 6279, mis on vastavalt nende poolt kodeeritavate valkude
arvu pohjal jaotatud rihmadesse.
(http://www.uniprot.org/proteomes/?query=*&fil=reference%3Ayes+AND+taxonomy%3A%22
Viruses+%5B10239%5D%22, 16.05.2018)

1.1. Viiruste arvukus

Erinevate metagenoomide anallilis on naidanud, et viiruste mitmekesisus on veelgi suurem Kui
varem arvati (Simmonds et al., 2017). Ainulksi selgroogsetel organismidel arvatakse olevat
erineviad viiruseid ligikaudu 100 miljonit. Kaasates sinna bakterite, arhede ja teiste ainuraksete
organismide viirused tduseb eeldatav viiruste arv palju suuremaks (Raccaniello, 2013,
http://www.virology.ws/2013/09/06/how-many-viruses-on-earth/).  Viiruseid leidub kdikides

keskkondades, naiteks maailma ookeanides on 1 liitris vees ligikaudu 10° viiruse osakest
(Fuhrman, 1999). Avatud ookeanides on kokku ligikaudu 1,2 x 10% ja ookeanilises pinnases
ligikaudu 3,5 x 10% viiruslikku osakest (Mokili et al., 2012). Viirustest on kdige arvukamad
baktereid nakatavad viirused ehk bakteriofaagid. Bakteriofaage on hinnanguliselt 4,8 x 103
partiklit ja nendest 97% esinevad pinnases ja setetes, mis on aga kaks kéige védhem uuritud
bioomi — umbes 2,5% avalikult k&ttesaadavatest viiruslikest metagenoomidest (tabel 1). Kaks
kdige rohkem uuritud bioomi — inimese soolestik ja magevesi — annavad suhteliselt vaikese

panuse viiruste kogu arvukusele. 2016. andmete pdhjal on tuvastatud vaid 257 698 viiruse
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genotlupi, mis néitab viiruslike metagenoomsete andmete vahesust. (Cobian Glemes et al.,

2016)

Tabel 1. Viirusetaoliste osakeste ligikaudne arvukus erinevates bioomides. (Cobian Guemes et

al., 2016, osaline)

Bioom Prokartootsete Viirusetaoliste Viirustaoliste osakeste
rakkude arv osakeste arv protsent

Merevesi 1,01 x 10% 1,29 x 10% 2,683%
Magevesi 1,26 x 10% 1,76 x 107’ 0,004%
Muud veekogud 2,44 x 1077 7,32 x 10?8 0,152%
Setted 3,80 x 10%° 4,18 x 10% 87,013%
Pinnas 2,50 x 10%° 4,88 x 10%° 10,148%
Inimene 2,80 x 102 2,80 x 10% 0,000%
Kokku 4,15 x 10%° 4,80 x 103 100%

1.2. Viiruste siistemaatika

Viiruste klassifikatsioon p8hineb erinevate viirust kirjeldavate omaduste (nditeks geneetiline
materjal, replikatsiooni mehhanism, kodeeritavad valgud, geeni jérjestus, interaktsioonid
peremeesorganismidega) kogumisel ja vordlemisel (King, A. M. Q. et al., 2012). Eelpool toodud
omaduste kogumine ja analliisimine on véaga t6dmahukas. Seega soovitakse tulevikus viiruseid
klassifitseerida ka tksnes geneetilise materjali alusel (Simmonds et al., 2017). Suure viiruste
mitmekesisuse tdttu usuvad osad viroloogid, et viiruste geneetilise spekter on pidev ja Uhtlane,
milles pole eraldi seisvaid osi ja seega viiruste jagamine erinevatesse kategooriatesse pole
(Siddell, 2018,

issue/imaging/article/why-virus-taxonomy-is-important.html)

mottekas. https://microbiologysociety.org/publication/current-

1.2.1. Taksonoomiline klassifikatsioon

Organismide taksonoomiline Klassifitseerimine p&hineb eeldusel, et nende vahel on

evolutsiooniline seos ning tanapéeval elavad organismid omavad Uhtset paritolu. Koik rakulised
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organismid périnevad viimasest (hisest eellasest LUCA (last universal common ancestor) ning
moodustavad monofleetilise rihma. Viiruseid peetakse aga polufileetilisteks ehk neil on mitu
evolutsioonilist alget ning viirused moodustavad mitu monofuleetilist rihma (Lefkowitz et al.,
2018). Viiruste ruhmitamist alustatakse liikidest. Seejdrel kogutakse liigid perekondadesse ja
edasi sugukondadesse ja kuni seltsideni, mis on praegu viiruste koérgeim taksonoomiline tase

(https://viralzone.expasy.org/). Viiruste taksonoomia korrashoiu ja tdiustamise eest vastutab

rahvusvaheline viiruse taksonoomia komitee (ICTV). ICTV llesanne on thendada omavahel
sarnased viirused suhete hierarhias ja aidata meil mdista viiruste maailma (Lefkowitz et al.,
2018). Praeguste andmete jargi on viiruste seltse 8 ja sugukondi 125, millest 68% pole veel

seltsidesse jaotatud. Viiruste perekondi teatakse kokku 492 (https://viralzone.expasy.org/,

https://talk.ictvonline.org/taxonomyy/).

1.2.2. Baltimore klassifikatsioon

Uks kdige levinumaid ja enam kasutatavamaid viiruste Kklassifikatsioone taksonoomilise
klassifikatsiooni korval on Baltimore klassifikatsioon. Tihti kasutatakse Baltimore
klassifikatsiooni Uheskoos taksonoomilse Klassifikatsiooniga. Antud slsteemi to6tas vélja
ameerika bioloog David Baltimore. Baltimore klassifikatsiooni puhul ei ole evolutsioonilise
suguluse eeldust nagu seda on taksonoomilises Kklassifikatsioonis. Antud silsteem pdhineb
genoomi tlibil ja mMRNA tootmise mehhanismil ning jaotab viirused seitsmesse rihma:

1. Uheahelalise genoomiga DNA viirused (sSDNA)

2. Kaheahelalise genoomiga DNA viirused (dsDNA)

3. Plussahelalised RNA viirused ((+)ssRNA)

4. Miinusahelalised RNA viirused ((-)ssSRNA)

5. Kaheahelalise genoomiga RNA viirused (dsRNA)

6. Uheahelalised RNA retroviirused (ssRNA-RT)

7. Kaheahelalised DNA retroviirused (dsSDNA-RT)
Retroviiruste eripdraks on poordtranskriptaasi olemasolu ja nende alla kuuluvad ssSRNA-RT ja

dsDNA-RT viirused (https://viralzone.expasy.org/). Kdige suurema osa, 36,8% moodustavad

uheahelalised DNA viirused (joonis 2). DNA viiruste rohkus on osaliselt tingitud andmete
kallutatusest, mida po6hjustab DNA-viirustega tehtud metagenoomiliste uuringute Ulekaal

(Popgeorgiev, Temmam, Raoult, Desnues, 2013).
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Joonis 2. Viiruste rihmitumine erinevatesse Baltimore klassidesse. NCBI Viral Genomes
andmebaasi andmetel on viiruste taielikke genoome 7484
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GenomesGroup.cgi?taxid=10239, 12.03.2018). Mdned
DNA viirused (nditeks pleolipoviridae) ei ole jagatud ssDNA voi dsDNA alla, sest toimub
konverteerimine Uheahelaliselt genoomil kaheahelaliseks voi ei ole tépselt teada, millise
genoomiga on tegemist.

1.3. Inimene ja viirus

Inimese keha pinnal ja soolestikus leidub vaga palju erinevaid viiruseid (joonis 3), mille kogumit
nimetatakse viroomiks, mis on meie mikrobioomi lahutamatu osa (Ly et al., 2016). Viiruste
mitmekesisust eri keha piirkondades mdjutab nii kehaosa mikrokeskkond, kuid ka inimese vanus,
toitumine, geograafiline paiknemine/elukoht ja mikrobioomi teiste komponentide olemasolu
(Zarate et al., 2017).

Juuksed, nahk ja kutned méngivad olulist rolli barjadrina, kaitstes inimkeha valjastpoolt. Antud
mikrokeskkonnad esindavad ka kompleksset 6koststeemi, mis sisaldab erinevaid bakteri-, seene-
ja viiruse liike. Uhel ruutsentimeetril nahal on 10° viiruse osakest (Zarate et al., 2017). Tervetest
nahaproovidest on enim leitud eukartiootseid DNA viiruseid, nditeks Circoviridae sugukonna
ssSDNA viirused ja Polyomaviridae ja Papillomaviridae sugukonna dsDNA viirused
(Popgeorgiev et al., 2013).

Uha rohkem tdendeid naitavad, et ilmselt tervetel inimestel ei ole veri steriilne ja moned veres

leiduvatest viirustest vBivad olla patogeensed. Samuti on ka veri oluline viiruste reservuaar,
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tapsemalt 10° viirust Ghes milliliitris (Zarate et al., 2017). Enamik "normaalsetest” vere
viirusfloorast sisaldab Anelloviridae sugukonna ssDNA viiruseid, millest kdige sagedamini
esineb Torque teno viiruseid (Popgeorgiev et al., 2013), mis on seotud nditeks hingamisteede

haiguste, autoimmuunhaiguste ja hepatiidiga (Ssemadaali et al., 2016).

Narvistusteem Nahk
DNA viirused RNA viirused
Veri Herpesviridoe | Bornaviridae DNA viirused
S— Herpesviridoe
DNA viirused | RNA viirused Myoviridoe
Adenoviridae Hepeviridae Papillomaviridae
Baculoviridae Flaviviridae Podoviridoe
Herpesviridae Bunyaoviridae Polyomaviridae
Marseilleviridae | Paramyxoviridae Poxviridae
Myoviridae Retroviridae Siphoviridoe
Polyomaviridae Unclassified phages
Papillomaviridae Anelloviridae
Poxviridae Circoviridae
Siphoviridae Inoviridce
Unassigned Microviridae
Anelloviridae Parvoviridae

Inoviridae

Hingamisteed

Microviridae
Parvoviridae DNA viirused | RNA viirused
Seedetrakt Adenoviridoe Coronaviridae
- Iridoviridae Picornaviridae
DNA viirused RNA viirused Herpesviridae Orthomyxoviridae
Herpesviridae Mimiviridoe Paramyxoviridoe
o3 Myoviridoe
Morse'rllewndae o Papiliomaviridoe
Myoviridae Caliciviridae
Papillomaviridae | AStrovindae Soi et
Podoviridae virgeviriee Podoviridae
Polyomaviridae Picornaviridae Poxviridoe
Siphoviridoe
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Joonis 3. Naited inimeses leiduvatest viirustest. DNA viirused moodustavad sinised dsDNA ja
roosad ssDNA viirused. RNA viirused moodustavad oranzid dsRNA, rohelised (+)ssRNA ja
pruunid (-)ssSRNA viirused. Punased on retroviirused. (Popgeorgiev et al., 2013, kohandatud)

Inimese viroomi uuringu véga oluline osa on ka viiruste ja teiste mikrobioomi komponentide
vaheliste interaktsioonide kirjeldamine. Eriti tahtsad on need bakteritega, kus mdlemad osapooled
vBivad moduleerida iiksteise infektsioonilisust. Uldiselt arvatakse, et viiruste kooslus on inimese

mikroflooras vaga muutuv (Ly et al., 2016). Samas on hiljutised uuringud ndidanud, et suudone
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(Abeles et al., 2014) ja soolestiku (Minot et al., 2011) mikrobioomi bakteriofaagid vdivad olla
vaga pusivad. (Popgeorgiev et al., 2013)

Lisaks inimese viroomis leiduvatele viirustele on meie genoomis ligikaudu 100 000 endogeenset
viiruslikku elementi (EVE), moodustades umbes 8% inimese genoomist (Belshaw et al., 2004).
EVE-d on uldjuhul inaktiivsed vdi mittefunktsionaalsed, kuid teatud tingimustes vdivad
taasaktiveeruda ja viiruslikke transkripte ja valke toota. Mdned haigused, néiteks hulgiskleroos
vOi amuotroofiline lateraalne skleroos, on seotud inimese endogeense retroviiruse fragmentide

ekspressiooni suurenemisega. (Katzourakis ja Gifford, 2010)

Uute sekveneerimistehnoloogiate kasutuselevdtt on vdimaldanud teadlastel inimeste viroome
analutsida Gle maailma. Tanu sellele on avastatud uusi viiruseid tervetel ja haigetel indiviididel,
vOimaldades viiruste seostamist spetsiifiliste haigustega (Popgeorgiev et al., 2013). Praeguse
seisuga on teada 219 viiruse liiki, mis suudavad inimesi nakatada. Samas ka tervetel inimestel
leidub erinevaid viiruseid varjatud kujul, ilma haigusndhtudeta. Lisaks inimesed, kes on
nakkusest taastunud, vdivad veel kanda patogeenseid viiruseid (Zarate et al., 2017). Naiteks
inimesed, kes on labi pddenud noroviiruste poolt pohjustatud gastroenteriidi, vdivad levitada
patogeene veel kuni 8 nadalat (Atmar et al., 2008).
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2. VIIRUSE OSAKESTE AVASTAMINE, ARVUKUSE MAARAMINE JA ULDINE
UURIMINE

Viiruste osakeste (virionide) tuvastamiseks vOi uute viiruste avastamiseks erinevatest
keskkondadest on mitmeid meetodeid. Kd&ige lihtsam viis virione tuvastada on neid
mikroskoobist vaadates. Viiruste vaikse suuruse tottu ei saa neid valgusmikroskoopia abil
tuvastada, selle asemel kasutatakse elektronmikroskoopiat (EM) (Laue, 2010). EM on
potentsiaalselt vOimeline tuvastama kdiki proovis sisalduvad viiruse osakesed. Samuti on
osutunud see oluliseks ka viiruste morfoloogiliste tunnuste iseloomustamisel, tdnu millele saab
viiruseid Klassifitseerida taksonoomilistesse kategooriatesse (Roingeard, 2008). EM peamine
meetod on negatiivne varvimine, mille puhul varvitakse vaid taust, tuues viiruse osakesed selle
peal esile (joonis 4). Varvimiseks kasutatakse nditeks glutaaraldehiudi, mis on véga efektiivne
inaktiveeriv aine, kuid vBib pbhjustada agregaate ja maskeerida viiruse struktuure. Seejarel saab
virionid kokku lugeda ning méaarata nende hinnangulise arvukuse proovis. Antud meetod on
suhteliselt kiire ja lihtne, ihe proovi valmistamiseks ja analutsimiseks kulub ks tund. (Kunz et
al., 1970)

50 nm

Joonis 4. Enterobacteria faag T4 pilt elektronmikroskoobist. Negatiivse varvimisega saadud
elektronmikroskoobist pilt, kus on kujutatud faage T4, mis on umbes 90 nm laiused ja 200 nm
pikkused. (http://www.scopem.ethz.ch/gallery/02.html)

Lisaks EM-ile kasutatakse viiruste arvukuse madramiseks labivoolutsitomeetriat.
Labivoolutsitomeetria kasutab thte laserkiirt, mis vdimaldab mitme viiruse omaduse, sealhulgas
viiruste arvu ja suuruse kvantitatiivset mootmist. Viiruse osakesi vérvitakse loendamiseks

fluorestseeruvate nukleiinhappe véarvidega (Kunz et al., 1970). EM-ga sarnaselt piirdub arvukuse
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maaramine uldise hinnanguga, kuid erinevalt EM-st ei saa labivoolutsiitomeetriaga iseloomustada

viiruste morfoloogilisi tunnuseid, néiteks kuju (Hayes et al., 2017).

Viiruslike kapsiidide ja membraanivalkude olemasolu kindlaks tegemiseks umbritsevatest
viirustest kasutatakse massispektomeetriat (MS) (Pierson et al., 2014). Valgu identifitseerimine
algab tavaliselt puhastamisest (Uldiselt kasutatakse geelelektroforeesi), proteollutilist
lagundamist (viiruse kapsiid koosneb valgukestest, mida saab kaardistada piiratud ja selektiivse
proteoldtilise lagundamise abil) ja massi analudsi. Massi anallius seisneb keemiliste Uhendite
ioniseerimises, et tekitada laetud molekulid v8i molekulide fragmendid. Nii saab méérata massi
ja laengu suhte (Boggess, 2001). Erinevalt eelpool mainitud meetoditest sbltub MS

olemasolevatest andmetest, et tuvastada valgu paritolu. (Trauger et al., 2003)

MS abil on avastatud gripiviiruseid otse Kliinilistest proovidest, kuid selle teostamine on
suhteliselt kulukas (Musaji et al., 2016). MS ei sobi mitte ainult viiruse alamtiibi kinnitamiseks,
vaid on ka hea meetod viiruse epitoopide tuvastamiseks, mille alusel antikehad neid erisatavad
(Chou et al., 2011).

Viiruste genoomide eraldamiseks ja iseloomustamiseks saab kasutada ka tihe viiruse genoomikat
(SVG). See meetod kasutab virionide sorteerimiseks voolutsitomeetriat, millele jargneb
genoomide amplifitseerimine mitmekordse nihke amplifikatsioon (MDA) (joonis 5). Vorreldes
tavaparase poliimeraasi ahelraktsiooniga (PCR), toodab MDA suurema suurusega genoome, mille
sagedus on madalam. (Allen et al., 2011)

Ay Ry e N

Joonis 5. SVG metoodika. Viiruse suspensioonid sorteeritakse labivoolutsitomeetria abil
uksikuteks viiruse osakesteks, mis seejarel pannakse agaroosidele. Viirus kaetakse veel tdiendava
kihi agaroosiga. LOpuks tehakse kogu genoomi amplifitseerimine in situ. (Allen et al., 2011,
kohandatud)

SVG on kasutatud ookeanitest ja meredest viiruste osakeste eraldamisel ja amplifitseerimisel.
Atlandi ookeanist ja Vahemerest sorteeriti labivoolutsiitomeetria abil 2324 viiruse osakest. Uhe
virioni kogu genoomi amplifitseerimisel saadi 392 merelise viiruse genoomi (VSAG), millest

valiti juhuslikult 44 sekveneerimiseks. Analtiusid kinnitasid, et vVSAG-id olid viirused, mitte
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muud tddpi bioloogilised osakesed. See nditab, et SVG meetod suudab avastada mdned
tdendoliselt kdige rikkalikumad ja ©koloogiliselt olulised viiruse liigid, mis teised metoodikad
jatavad leidmata. (Martinez-Hernandez et al., 2017)
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3. VIIRUSTE TUVASTAMISE MEETODID

Viiruste taksonoomia kindlaks tegemiseks on valja tootatud suur hulk mikrobioloogilisi,
biokeemilisi, molekulaar-bioloogilisi, immunoloogilisi ja flusikalisi meetodeid.

Viiruste uurimiseks ja identifitseerimiseks kasutatavad uurimismeetod jagatakse pdhiliselt kahte

rihma:

1. Viiruse antigeenide otsene indikatsioon proovidest ehk immunoindikatsioon
(immunoloogilised meetodid);
2. viiruse nukleiinhapete analuis (molekulaar-geneetilised meetodid).
(Carter ja Saunders, 2007)

3.1. Immunoloogilised meetodid

Immunoloogilisi meetodeid vdib lugeda kdige hiljutisemate ja kbige levinumate meetodite hulka
viiruste tuvastamisel. Nende meetodite tundlikkus soltub tugevalt eelnevalt saadud antikehade
kvaliteedist. Immunoloogilised meetodid on védga head viiruste méaaramisel, kuna need
vOBimaldavad tuvastada viiruste esinemist uuritavates proovides ka siis, kui proovist nende
eraldamine ebadnnestub. (Guliy et al., 2018)

Kdige levinumaks immunoloogiliseks meetodiks on immunoenstutimmeetod (ELISA) (Pavlov et

al., 1986), mis pBhineb valkude omadusel kergesti seonduda aluspinnaga (joonis 6).

A Indikaator B Indikaator
x—— Teine antikeha Sekundaarne
antikeha
Viiruslik antigeen Uuritav viiruslik
\ antikeha
Uuritav viiruslik L ‘
antikeha Viiruslik antigeen
Aluspind Aluspind

Joonis 6. ELISA skeem. (A) Esimeses variandis on viirusliku valgu vastu suunatud antikeha
seotud mingi aluspinnaga, néiteks plastikust mikrotiiterplaat. Proovi lisamisel seondub viiruslik
antigeen antud antikehaga ja seejarel tuvastatakse seotud viiruse antigeen teise markeeritud
antikehaga. (B) Teise variandina seotakse viiruse osake vOi antigeen mingi aluspinnaga ning
seejarel lisatakse antikehad. Kui proovis esineb viirusevastaseid antikehi, siis need seonduvad
immobiliseeritud antigeeniga. Seotud antikehad tuvastatakse seejérel, kasutades sekundaarset
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antikeha, mis seondub esimese antikehaga. (Raccaniello, 2010,
http://www.virology.ws/2010/07/16/detection-of-antigens-or-antibodies-by-elisa/, kohandatud)

ELISA meetod on véga tapne ja tundlik ning samuti lihtsasti teostatav, kuid ELISA reaktiive on
raske toota ja moOnede viiruste kvaliteetseid reaktiive pole saadaval, kuna ei tunta tdpselt

sihtmarki (https://www.eurofinsus.com/media/161936/detecting-virus-on-your-vines.pdf). Samuti

on ELISA aegandudev ja tulemuste saavutamiseks kulub umbes 12 tundi (Chou et al., 2011).
Bakteriofaagide tuvastamiseks nende spetsiifiliste antikehadega saab kasutada ka elektroakustilist
meetodit (joonis 7). See meetod pBhineb spetsiifilistest bioloogilistest vastasmdjudest tuleneva
signaali kdikumiste tuvastamisel (Guliy et al., 2016).
1 II
Uuritav suspensioon  Suspensioon parast

bioloogilist
koostoimet A

A = Bakteriofaagide
'=>|__ > tuvastamine
|| 1|

Antikehade
lisamine

III

N e " A
Elektroodid / Elektroodid
III (a) III (b)
Antikehad A *A * Antikehad ei
interakteeruvad 7 N7 /¢y interakteeru
bakteriofaagidega . bakteriofaagidega
Viljundsignaal 2500 1 Viljundsignaal
Suspensioonis %% . 2000 1 Suspensioonis
esinesid ¢ 5§ "1 ei esinenud
bakteriofaagid 5 " , @ % A bakteriofaage
1200 = S00
1 2
800 - r - . , 0+ - - - . -
604 6,24 644 664 684 7.04 604 624 644 664 684 T.04
f, MHz f, MHz

Joonis 7. Elektroakustilise meetodi Uldine skeem. Md6tmisprotsess koosneb jargmistest
etappidest: | faagi suspensioon paigutatakse vedeliku mahutisse ja moddetakse anduri analtidtilist
signaali; 11 antikehad lisatakse vedelale anumale ja mdodetakse analtttilist signaali; 111 saadud
tulemusi analulsitakse ja see vOimaldab teha jarelduse uuritavate bakteriofaagide olemasolu
kohta suspensioonis: 11l (a) kui antikehad interakteeruvad bakteriofaagidega, registreeritakse
analltiline signaal bakteriofaagide suspensioonile antikehadega (kdver 1) ja ilma nendeta (kdver
2), kdverad on oluliselt erinevad; 111 (b) kui antikehad ei interakteeru bakteriofaagidega,
registreeritakse anallutiline signaal bakteriofaagide suspensioonile antikehadega (kdver 1) ja

ilma nendeta (kdver 2), kdverad on praktiliselt Ghesugused. (Guliy et al., 2018, kohandatud)
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Elektroakustiline meetod bakteriofaagide tuvastamiseks erineb teadaolevatest meetoditest
immobiliseeritud antikehadega lihtsuse, suhteliselt suure tundlikkuse ja kiiruse tottu. Antud
meetod vdimaldab tuvastada bakteriofaagid vahetult uuritava proovi vedelas faasis, registreerides
bakteriofaag-spetsiifilise antikeha interaktsiooni, mille labiviimiseks kulub umbes viis minutit.
(Guliy et al., 2018)

3.2. Molekulaar-geneetilised meetodid

Viiruste ja viroidide tuvastamiseks ja ka avastamiseks saab kasutada meetodeid, mis p&hinevad
nukleiinhapete analtisil. Vorreldes immunoloogiliste meetoditega on molekulaar-geneetilised
meetodid palju tddmahukamad, kallimad ja aeglasemad. Samas nukleiinhappe analiitis voimaldab
avastada rakukultuuris raskesti paljundatavaid viiruseid, eristada antigeenselt sarnaseid viiruseid
ja tuvastada madala arvukusega viiruseid. Molekulaar-geneetiliste meetodite hulka kuulub nii
traditsiooniline PCR analiiiis kui ka fluorestsents in situ hibridisatsioon. (M, K., Hasamy et al.,
2008)

3.2.1 Geeni markeerimisel péhinevad meetodid

Erinevalt rakulistest organismidest ei oma viirused Uhte Uhist geeni. Seega saab markergeenide
abil eristada vaid konkreetseid viiruste sugukondi, perekondi vdi rihmi. PCR on (ks laialt
levinumaid ja lihtsamaid meetodeid kindla nukleiinhappe jérjestuse paljundamiseks ja
tuvastamiseks proovist (Mullis ja Faloona, 1987). PCR-pOhine viiruste tuvastamine ja
identifitseerimine eeldab viiruse genoomi voi geenide olemasolu andmebaasides. PCR on
aarmiselt tundlik meetod, olles v6imeline tuvastama viiruste olemasolu, mille osakaal proovis on
vaga madal, piisab ka Uhest viirusest (M et al., 2008). Suure tundlikkuse t6ttu v6ib isegi véhene
saastatus tekitada valepositiivseid tulemusi. Lisaks vdib probleeme tekitada ka viiruste korge
mutatsioonimadr, pohjustades viiruslike nukleiinhappejarjestuste ulatuslikke muutusi, mis
muudavad spetsiifilise PCR praimeri kasutamise problemaatiliseks (Clem et al., 2007). Kuna aga
PCR on kiire, odav ja suhteliselt lihtne ning see oli ka esimene laialdaselt kasutatav sihtmargi
amplifitseerimise tehnoloogia, siis on kaubanduslikult saadaval arvukalt viiruslikke praimerite
komplekte (M, K., Hasamy et al., 2008).
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Teine laialt kasutusel olev detekteerimismeetod on fluorestsents in situ hibridisatsioon (FISH),
mida kasutatakse rakkude ja kudede nukleiinhapete (RNA ja DNA) markeerimiseks. FISH
seisneb DNA sondi hubridiseerimises selle komplementaarse jarjestusega kromosoomsetest
preparaatidest. Sondid on varvitud fluorestseeruvate nukleiinhapete vérvidega, et neid saaks
vaadelda fluorestsentsmikroskoobiga (Rudkin ja Stollar, 1977). FISH on véga tdpne ja suudab
uhendada omavahel mitu oligonukleotiidi proovi. See eelis annab vdimaluse avastada Uhest
proovist mitu erinevat mikroorganismi (Volpi ja Bridger, 2008). Lisaks saab FISH-i uhendada
teiste tuvastamismeetoditega, néditeks immunoloogiliste meetoditega. Kombineerimine vaib
vajalik olla siis, kui antud organismile pole kéttesaadavaid antikehi vGi need on ebaefektiivsed
(Raquin et al., 2012). FISH-i on kasutatud naiteks B-hepatiiti pdhjustavate viiruste (HBV)
tuvastamiseks inimese HepAD38 rakkudest, kus toimub HBV replikatsioon (Zhang et al., 2017).
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4. SEKVENEERIMISE ANDMETE ANALUUSIMINE

Teise pdlvkonna sekveneerimise (NGS) tehnoloogia vdimaldab viiruseid tuvastada ning uusi
viiruseid avastada Kkliinilistest ja keskkonnaproovidest peremeesorganismidest sdltumatult.
Sekveneerimisandmete analliis nGuab aga bioinformaatilisi programme voi todvooge, mis
vOimaldaksid suurte andmemahtude Kiiret ja tépset tootlemist (Lin et al., 2017). Selleks
kavandatud t6dvood on tavaliselt jagatud kahte kategooriasse. Esimese kategooria moodustavad
kahe jarjestuse vordlemisel pdhinevad todvood, mille alla kuuluvad naiteks VirusSeeker, Vipie,
SURPI ja VirSorter. Teise kategooriasse kuuluvad programmid kasutavad k-meeride hulkade
vordlemist. Nende hulka kuuluvad nditeks NBC, Kraken, CLARK, Centrifuge ja VirFinder.
Eelpool mainitud programmid voi to6vood on mdeldud teadaolevate viiruste tuvastamiseks, kuid,

naiteks SURPI, VirFinder ja VirSorter voimaldavad ka uute viiruste avastamist.

4.1. Kahe jarjestuse vordlemisel p6hinevad meetodid

Esimesse kategooriasse kuuluvad téévood, mis pohinevad kahe jarjestuse vdrdlemisel, nditeks
lugemite vordlemisel andmebaasis olevate jarjestustega. Antud t06voo votmeprogrammiks on
tinti BLAST (The Basic Local Alignment Search Tool), mis on uks laialt levinumaid programme
kahe jarjestuse vordlemisel. Tegemist on lokaalse joonduse otsingu programmiga, mis vordleb
nukleotiidide vOi valgu jérjestusi andmebaasides leiduvate jarjestustega. Seejarel arvutab BLAST
sarnasusskoori ning E-védartuse, mis néitab kui mitu vahemalt sama skooriga vdi suurema
skooriga joondust oleks vdinud leida antud suurusega andmebaasist juhuslikult. Seega séltub E-
vadrtus andmebaasi suurusest (Kerfeld ja Scott, 2011). BLAST-i vdib kasutada jarjestuste
funktsionaalsete ja evolutsiooniliste suhete tuvastamiseks, samuti aitab see tuvastada geenipere
liilkmeid. Sekveneerimise andmete analltsimisel on BLAST sageli esimene samm, et saada

esialgseid tulemusi. (Altschul et al., 1990)

Mitmed viiruste tuvastamiseks kavandatud toovood baseeruvad BLAST-il, millele eelneb
toorandmete eelt6otlus (joonis 7). Eeltootluse alla kuulub tavaliselt adapterite eemaldamine,
kvaliteedi kontroll ning mdnel juhul ka assambleerimine kontiigideks ehk Ghendlugemiks.
Kontiigi puhul on tegemist Ulekattes olevate lugemite (ihendamisel saadav pikem vahedeta

jarjestus.
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JOONDAMINE
REFERENTS-
JARJESTUSTELE
(BLAST)

TOORLUGEMID - EELTOOTLUS

- TULEMUS

Adapterite eemaldamine
Kvaliteedi kontroll
Assambleerimine

Joonis 8. Kahe jarjestuse vordlemisel pGhinevate meetodite Uldine skeem. Esimene samm on
toorandmete eeltdotlus ja kontroll, mille alla kuulub tavaliselt adapterite eemaldamine, kvaliteedi
kontroll ning monel juhul ka assambleerimine kontiigideks. Saadud kontiigid voi lugemid
joondatakse BLAST-i v6i mdne muu joonduse otsingu programmiga. Tulemuseks on kdige
sarnasem jarjestus, mis leidus otsingus kasutatud andmebaasis.

Sarnast skeemi (joonis 8) kasutab VirusSeeker, mis on mdeldud nii uute eukariiootsete viiruste
avastamiseks kui ka viroomi koostise analulsiks. VirusSeekeri pohiline tugevus on
valepositiivsete tulemuste tuvastamine eukariiootsete viiruste detekteerimisel, kasutades
jarjestikuseid BLAST-i to6vooge ja kureeritud viiruste andmebaasi. Viroomi koostise analuilisiga
tegeleb VirusSeekeri alamtédvoog VirusSeeker-Virome (VS-Virome), mis on moeldud nii tuntud
kui ka uute viiruslike jarjestuste ja arvukuse madaratlemiseks metagenoomidest. VS-Virome’i
eeltdotluse alla kuulub adapterite eemaldamine, kattuvate paarislugemite Uhendamine, lugemite
kvaliteedi kontrollimine ning madala keerukusega jarjestuste ja peremeesjarjestuste tuvastamine.
Uute viiruste avastamiseks kasutatakse VirusSeeker-Discovery (VS-Discovery) tédvoogu, mis
hdlbustab ka kontiigidepdhist viroomi koostise analiiisi. VS-Discovery sisaldab ka de novo
assembleerimist, et luua kontiige, mis suurendab referentsandmetest vaga erinevate viiruste

avastamise tGenédosust. (Zhao et al., 2017)

VirusSeeker-i kdrval on ka teisi BLASTI-il baseeruvaid programme viiruste tuvastamiseks. Vipie
on veebip6hine viiruse populatsiooni mitmekesisuse mééramise programm, mis erinevalt teistest
bioinformaatilistest todvoogudest vGimaldab erinevate proovide samaaegset analutsimist. Koigi
toorlugemite jaoks tehakse paralleelselt jargmised sammud: kvaliteedikontroll, assembleerimine,
kontiigide taksonoomiline klassifikatsioon, joondamine BLAST-iga ja I0puks saadakse
taksonoomilise klassifikatsiooniga identifitseeritud vordlusjarjestused (joonis 8). Vipie tootleb
kdiki proove identse protokolliga ja need on kvantifitseeritud Ghiste vordlusjarjestuste suhtes, mis

on vaga oluline uute viiruste avastamisel. (Lin et al., 2017)
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Kahe jarjestuse vordlemise meetodit kasutab veel ka arvutuslik tdévoog SURPI (Sequence-based
Ultrarapid Pathogen Identification), mis on ette nahtud patogeenide identifitseerimiseks
Kliinilistest proovidest. SURPI on v6imeline analiilisima keerulisi metagenoomseid proove, mis
sisaldavad enam kui 1,1 miljardit jarjestust. Need andmekogud hdlmavad mitmesuguseid
tuvastatud patogeene, proovitliipe ja katvuse sugavusi. SURPI-1 on kaks reziimi — Kkiire ja
terviklik. Kiires reziimis tuvastab SURPI viirused ja bakterid 11 minuti kuni 5 tunniga, mis on
lineaarselt vordeline lugemit arvuga. Terviklikus reziimis identifitseeritakse koik teadaolevad
mikroorganismid lugemite pdhjal, millele jargneb assembleerimine ja valgu homoloogiline otsing
erinevates viirustes. Selle peale kulub 50 minutit kuni 16 tundi. Mdlema reziimi puhul on BLAST
asendatud SNAP-ga. Tervikliku reziimi puhul kasutatakse ka RAPSearch-i transleeritud
valgujarjestuste vordlemiseks. Need kaks programmi vdimaldavad NGS metagenoomika andmete
analliusi teostada kuni kiimme korda kiiremini, kuid sama tépselt kui BLAST. (Naccache et al.,

2014)

4.2. K-meeridel pdhinevad viiruste tuvastamiseks kavandatud t66vood

Metagenoomist saab tuvastada viiruslikke lugemeid ka ilma eeltéotluse ja joondamiseta,
kasutades jarjestuste k-meere. K-meer on fikseeritud pikkusega (k) oligomeer, mis koosneb
nukleotiididest (joonis 9). Kdikide voimalikke k-meeride arv on 4%. K-meeride kasutamine pakub

suuremat spetsiifilisust, kuid madalamat sensitiivsust. (Ounit et al., 2015)

Jarjestus: CCGTAA
S5-meerid: CCGTA, CGTAA
4-meerid: CCGT, CGTA, GTAA
3-meerid: CCG, CGT, GTA, TAA
Joonis 9. Naide jarjestusest ja sellest saadud k-meeridest. Joonisel on valja toodud ihe 6

nukleotiidi pikkuse jarjestuse pdhjal erinevad 5-, 4- ja 3-meerid.

Valja on tootatud mitmeid k-meeridel pdhinevaid programme, et taksonoomiliselt klassifitseerida
lugemid metagenoomsetest andmetest. Sellised programmid on néiteks CLARK (CLAssifier
based on Reduced K-mers) (Ounit et al., 2015), Kraken (Wood ja Salzberg, 2014) ja NBC (Naive

Bayes Classifier) (Rosen et al., 2011), mis tuvastavad eelkdige baktereid, kuid saab kasutada ka

23



viiruste puhul. Eelpool nimetatud programmid hindavad mikroobide liikide suhtelist arvukust,
vorreldes lugemitest tehtud k-meeride hulka referentsgenoomide k-meeridega. Kuna need
programmid pole geenikesksed, siis saab neid kasutada nii kodeerivate kui ka mittekodeerivate
jarjestuste klassifitseerimiseks (Bazinet ja Cummings, 2012). Kuna klassifitseerimine tugineb
teadaolevate genoomide vordlemisele, siis ei sobi need algoritmid uut viiruste avastamiseks.
(Hurwitz et al., 2018)

NBC otsib vasteid valgu k-meeridele andmebaasidest, mis sisaldavad viiruseid ja klassifitseerib
<100 lugemit minutis (Im) (Rosen et al., 2011). Kuna see on miljonite lugemit sisaldavate
andmekogumite jaoks liiga aeglane, loodi 2014. aastal kiirem programm Kraken, mis
klassifitseerib tle 1,5 miljoni lugemi minutis (Wood ja Salzberg, 2014). Krakeni kiiruse eelis
tuleneb suurel méaaral k-meeride tépse vaste andmebaasi péringute kasutamisest, mille teeb
vOimalikuks jarjestatud mikroobide genoomide véga suur ja Uha kasvav arv. Krakeni algoritm

(joonis 10) vbéimaldab saavutada suurt tundlikkust ja tdpsust perekondlikul tasemel.

Lugem

c——— [ —) K-meerid

Klassifikatsiooni

Juur — - T . .
K-meeri miiramine puu ja rada

x lihimasse iihisesse
esivanemasse

L &y Iy
W, _\ O Leitud vastete

A/ . I \ uurimine

Y —

Taksonoomia puu

Jirjestuse klassifitseerimine
suurima k-meeride arvuga
oksa lehele

Joonis 10. Krakeni klassifitseerimisalgoritm. Jérjestuse klassifitseerimiseks kaardistatakse iga
jarjestuses olev k-meer andmebaasi k-meeri sisaldavate genoomide madalaima Uhise eelasega
s6lme. Taksonoomia puus on igal s6lmel kaal, mis on vordne k-meeride arvuga s6lme taksoniga
seotud jarjestuses. Seejarel leitakse suurima kaaluga oks ning jarjestus klassifitseeritakse kdige
tipmisele s6lmele. (Wood ja Salzberg, 2014, kohandatud)
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Erinevalt NBC-st voib Kraken jatta moned jarjestused klassifitseerimata, kui puuduvad piisavad
tdendid. Kuna NBC klassifitseerib kdik jarjestused, kipub see valjastama rohkem valepositiivseid
tulemusi kui Kraken (Wood ja Salzberg, 2014). Samas on taheldatud, et NBC néitab kdrgemat
tapsust ja tundlikkust perekonna tasandil (Ounit et al., 2015).

Lisaks Krakenile ja NBC-le on olemas ka teisi k-meeridel pdhinevad programme. CLARK
vOimaldab tapselt ja tdhusalt klassifitseerida metagenoomilisi lugemeid liigi vdi perekonna
tasemel, mis pdohinevad k-meeride vaiksematel komplektidel. Esmalt loob CLARK
sihtjarjestustest indeksi, milleks on rési tabel. Seejarel eemaldatakse tabelist k-meerid, mis
ilmuvad rohkem kui Uhele sihtmaérgile. Sellised Uhised k-meerid v6ivad p6hjustada vigu, kuna
andmebaasides on palju Uhiste k-meeridega jarjestusi. Lugem madratakse sellesse lahtrisse, mille
k-meere see kdige rohkem sisaldab. Teised metagenoomilised Kklassifikaatorid, nagu ka Kraken,

ei paku sellist mira kaitset, mis on véaga kasulik sihtjarjestuste lugemisel. (Ounit et al., 2015)

Téovoog Centrifuge on lugemite klassifitseerimise programm, mis vB@imaldab kiiret, tdpset ja
tundlikku lugemite margistamist ja liikide kvantifitseerimist. Stisteem kasutab indekseerimiskava
(joonis 11), mis on optimeeritud spetsiaalselt metagenoomse klassifitseerimise probleemi jaoks.
Centrifuge, erinevalt Krakenist, kasutab palju véhem mélu (4,2 GB 4078 bakteriaalse ja 200 arhe
genoomiga) ja klassifitseerib suurel kiirusel jarjestused, mis v8imaldavad tal m&ne minuti jooksul
toodelda miljoneid lugemeid. Krakeni andmebaas vajab markimisvéaarselt ronkem mélu (93 GB
4278 prokariiootse genoomiga), kui tdnapéeva lauaarvutites on. Centrifuge vdib maérata the
jarjestuse kuni viite taksonoomia kategooriasse. See strateegia erineb Krakenist, mis valib alati
uhe taksonoomilise kategooria, kasutades koéigi liikide madalaimat thist eellast. (Kim et al.,
2016)
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Joonis 11. Centrifuge’i klassifitseerimisalgoritm. K3iki genoome vorreldakse ja valitakse kaks
kdige sarnasemat genoomi (G1 ja G2), suurima arvu k-meeride pdhjal. G jérjestused, mis on G-
ga identsed (>99%), jaetakse korvale ja iilejadnud unikaalsed jarjestused Go-st lisatakse genoomi
G1, luues Uhendatud genoomi Gi+2. Seejérel lisatakse Uhendatud genoomi jarjestused, mis on
<99% identsed genoomis Gs, luues genoomi Gi+2+3. See protsess kordub kogu Centrifuge’i
andmebaasi jaoks, kuni iga lihendatud genoomi jérjestused ei ole >99% identsed mis tahes muu
genoomi suhtes. (Kim et al., 2016, kohandatud)



Kokkuvottes on dlaltoodud programmidest véikseima ajakuluga CLARK, mille kiirus Gletab
Krakenit kuni viis korda (Ounit et al., 2015) ja Centrifuge’i kuni iiheksa korda (Kim et al., 2016).
CLARK on ka koige tapsem, kuid kdige tundlikum on Centrifuge. Kdigi kolme programmi

omavahelised erinevused tapsuse ja tundlikkuse mddtmisel osutusid véga véikesteks (tabel 2).

Tabel 2. Krakeni, CLARK-i ja Centrifuge’i vordlus.

Tunnus Kraken ja CLARK! Kraken ja Centrifuge?

Kiirus 4,1 miljonit 32 miljonit Im Keskmiselt Keskmiselt
lugemit minutis | (Iuhikest) 1061947 Im | 563380 Im
(Im)*

Malu nduded 93 GB 4 GB 93 GB 4,2 GB

(RAM)

Tundlikkus* 82,67% 82,26% 77,94% 78,09%

Tépsus* 99,26% 99,31% 87,18% 87,08%

* Tundlikkust ja tapsust vorreldi perekonna tasemel, genoomid sekveneeriti lllumina HiSeq-ga.
# Lugemid olid 100 aluspaari pikkused

1. Vordlus baseerub (Ounit et al., 2015)

2. Vordlus baseerub (Kim et al., 2016)

4.3. Uute viiruste avastamiseks kavandatud to6vood

Meie arusaam viiruse mitmekesisusest ja mdjudest on endiselt piiratud liiga véheste
mudelsiisteemide ja vordlusgenoomide tottu. Uks vdimalus tiita need liingad, on tuvastades
viiruse signaali metagenoomsetest andmetest. T66voog VirSorter on kavandatud viirusliku
signaali tuvastamiseks genoomsetest andmetest. VirSorteri etapid toore nukleotiidijérjestuse
eeltdotlemisest hdlmavad assambleerimist, rdngakujuliste jarjestuste tuvastamist, geenide
ennustamist ja koikide jarjestuste valimist, milles on ennustatud geene rohkem kui kaks.
Jarjestuse eeltootlemise jarel tuvastatakse viiruse spetsiifilised piirkonnad, kasutades mitmeid
meetodeid (kodeerivate geenide olemasolu, viiruse-sarnaste geenide rikastamine, kodeeriva ahela
vahetus kahe jarjestikuse geeni vahel). Ldpuks, kui 80% koigist kontiigi ennustatud geenidest on

ennustatud viiruslikeks, peetakse kogu kontiigi viiruslikuks. (Roux et al., 2015)
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VirSorter ei sobi lihikeste (<3kbp) kontiigide tuvastamiseks, sest see eeldab ennustuse
tegemiseks kolme kodeeriva geeni olemasolu. Lisaks on teada, et mdnedel viirustel on ligikaudu
11-14% mittekodeerivat piirkonda, mis vdhendab tGendosust, et kontiigi sisse satub 3 kodeerivat
geeni (Brown TA, 2002). VirSorteri tulemused ei ole omavahel vorreldavad, sest to6voog
kasutab esmalt kdiki kontiige, et hinnata tausta ja viiruse ennustused tehakse, kui vorreldakse

individuaalseid kontiige nende taustaga. (Roux et al., 2015)

Sarnaselt VirSorterile on td6voog VirFinder loodud uute viiruste avastamiseks, kuid kasutab
geenipdhiste sarnasuste otsimise asemel k-meere (tabel 3). Viirustel esinevad spetsiifilised k-
meerid, mida peremeesorganismides ei esine ja see vbBimaldab avastada tundmatuid viirused.
VirFinder ennustused on stabiilsed igale kontiigile, olenemata teistest kontiigidest, mida
testitakse samal ajal. Erinevalt VirSorterist on VirFinder paremate tulemustega lihikeste
jarjestuste korral, kuna geeni leidmist vGi geeniga sarnasuse leidmist ei ole vaja. VirSorter ja
VirFinder mdlemad ei ole véga edukad eukartiootide viiruste tuvastamisel, kuna nende kohta on
vdhe andmeid. (Ren et al., 2017)

Tabel 3. VirFinderi ja VirSorteri vordlus. Antud tabelis on valja toodud pohilised erinevused
VirFinderi ja VirSorteri vahel.

VirFinder VirSorter

K-meeri pdhine Geenipdhine

Tuvastab paremini lihikesi (<3kbp) Tuvastab liihikesed (<3kbp) kontiigid ainult
viiruslikke kontiige siis, kui need sisaldavad 3 kodeerivat geeni

Tulemused ei soltu teistest kontiigidest, mida | Tulemused s6ltuvad sellest, millised muud
testitakse samal ajal vead on paringu andmekogumisse kaasatud

Kahe jarjestuse vordlemisel péhinevad meetodid jargivad sama uldist skeemi — viiruste lugemeid
kdigepealt toodeldakse ja tehakse kvaliteedikontroll, siis joondatakse referentsjarjestustega ning
sarnasuse skoori pohjal saadakse sobiv vaste. K-meeridel pdhinevate programmide jaoks sellist
uldist skeemi pole. Néiteks Kraken kasutab taksonoomia puud ja Centrifuge Gihendatud genome,
kui CLARK vaatab ainult genoomispetsiifilisi k-meere. Kill aga leiavad kdik k-meeri pdhised
programmid lugemi vaste suurima arvu uhiste k-meeride pohjal referentsjarjestuse ja lugemi

vahel.
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5. VIIRUSTE SEIRE

Inimese viroomi Kirjeldus on suhteliselt uus ja tsna piiratud. Alates viiruste avastamisest enam
kui 100 aastat tagasi peeti inimese viiruseid Uksnes patogeenideks. Esimesena avastati
kollapalaviku viirus 1901. aastal ja jatkuvalt leitakse veel kolm kuni neli uut liiki aastas
(Woolhouse et al., 2012). Viirustel vdib olla kas kasulik v8i kahjulik mdju inimeste tervisele,
sOltuvalt nende interaktsioonidest peremeesorganismi, teiste viiruste ja bakteritega. Eelpool
nimetatud meetodeid ja programme on vOimalik kasutada viiruste seireks. Viiruste ja ka teiste
patogeenide seireprogrammid on tervisekaitse ja pandeemiate &drahoidmise seisukohalt
hadavajalikud. Viiruste seire kédtkeb endas nii linnade heitvee anallusi, viiruslike infektsioonide

leviku jalgimist kui ka viirusliku leviku alguskoha tuvastamist. (Pride et al., 2012)

Viiruste seire toob tihti kaasa markimisvaarseid valjakutseid. Uks olulisemaid tihelepanekuid
haiguste seirel on see, et kdik viirused ei arene edukalt uutes peremeestes, mis on ule kandunud
teistelt peremeesorganismidelt. Paljud sellised viirused kujutavad endast modduvat nakkust ja
surevad varsti, isegi infektsioonide puudumisel. Naiteks, hoolimata korduvatest levikutest
lindudelt inimestele, pole H5N1 linnugripi viirus olnud suuteline arenema inimeselt inimesele
ulekanduvaks (Lam et al., 2015). Teised viirused on olnud edukamad ja p6hjustanud olulisemaid
puhanguid uutes peremeestes. Naiteks Ebola viirus on tekitanud mitmeid epideemiaid, mille
levikut on takistatud piiride sulgemisega. Kuigi on tdendeid Ebola viiruse kiire kohanemisega
inimestes hiljutise La4ne-Aafrika epideemia ajal, peavad viirusel olema ka sellised tunnused, mis
on vajalikud viiruse edasiseks tlekandumiseks uues peremehes (Dudas et al., 2017). Leidub veel
ka endeemilisi inimese patogeene, mis suudavad edasi kanduda pikka aega paljudele uutele
inimestele ja ei vaja looma, et uuesti inimesele tle kanduda. K&ige tuntum naide on HIV, mis
pohjustab AIDS-i. (Geoghegan ja Holmes, 2017)

5.1. Viiruste seire reoveest

Linnaheited koosnevad inimese uriinist, véljaheidetest ja naha ketetest, mistdttu sisaldab
kanalisatsioon tuhandetest elanikest suure hulga patogeenseteid ja kommensaalseid viiruseid,
bakteriteid ja algloomi. Lisaks sellele kulgeb labi inimese soolestiku suur hulk taime viirusi.
Viiruste eemaldamiseks kanalisatsioonist kasutatakse reoveepuhasteid (STP), mis ei ole nii
efektiivne kui fekaalsete indikaatorbakterite kasutamine (Payment et al., 1982). Kdrgem viiruse

ellujagd@mine vdib kujutada endast ohtu tarbijatele, tekitades infektsiooniohtu labi vee ja toidu.
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Viiruste taksonoomilist mitmekesisust on proovitud méadrata otse kanalisatsiooni proovidest ning
on leitud néiteks hepatiiti pdhjustavaid patogeene (Fernandez-Cassi et al., 2018). Kogu maailmas
on peaaegu 3% inimestest nakatunud C-hepatiidi viirusega (HCV) (Mohd Hanafiah et al., 2013).
Nagu HIV puhul, saadakse HCV peamiselt vanematelt. Edukad HCV seireprogrammid on
inimeste tervise kaitseks hadavajalikud, et katkestada HCV levik. HCV eksisteerib arvukate
variantide populatsioonina igas nakatunud indiviidis (Martell et al., 1992). Ulemaailmne hepatiidi
puhangu ja seire tehnoloogia (GHOST) on pilvepdhine stisteem, mis vdimaldab kdigil kasutajatel
s6ltumata nende arvutusalastest teadmistest tapset HCV molekulaarset jalgimist. GHOST-i HCV
jarjestamise protokoll kasutab uut amplikonipdhist jarjestuse méaramise meetodit, mis on
suunatud HCV genoomi HVR1-le. See piirkond on valitud suhteliselt suure varieeruvuse tottu,
mis vOimaldab geenitllekannetest tulenevate evolutsiooniliste vahemaade tépset hindamist.
GHOST-ist saadud HCV geneetiliste andmete abil saadakse asjakohane rahvatervist kasitlev

teave tdhusate sekkumismeetmete juhtimiseks. (Longmire et al., 2017)

Kanalisatsioonis on ka suurel kogusel inimeste uriini, mis sisaldab samuti viiruseid. Uriini kaudu
erituvad viirused on halvasti uuritud (Santiago-Rodriguez et al., 2015), mis vo6ib olla tingitud
sellest, et uriini peetakse tavaliselt steriilseks keskkonnaks. Uriiniga eritatavaid viiruste
uurimiseks puhastamata kanalisatsioonist koguti 14 erineva vanuse ja paritoluga tervetelt
vabatahtlikelt 100 ml uriini (7 meest ja 7 naissoost 25 kuni 63-aastaselt), kuigi enamik neist
elasid Barcelonas. Uriini viiruse kontsentraat sisaldas jargmisi DNA viiruse sugukondi, mis
nakatavad inimesi: Papillomaviridae, Polyomaviridae ja jarjestused, mis on kaugelt seotud
rongaskujuliste sSDNA perekondadega Circoviridae ja Anelloviridae. Need tulemused toovad
esile, et uriin aitab kaasa linnaheitvee viiruslikule mitmekesisusele, tuues esile peamiselt DNA
viirused. (Fernandez-Cassi et al., 2018)

5.2. Ulemaailmne viroomi projekt

Patogeensete viiruste kiire muteerumine ja omavaheline kombineerumine (néiteks seagripp ja
linnugripp) on tekitanud maailmas uusi pandeemiaid, mis on avaldanud suurt m&ju inimeste
tervisele ja majandusele. Vahesed teadmised viiruslike ohtude mitmekesisusest ning nende
esilekerkimise juhtudest takistavad meil leevendada haiguste levikut, kuna ei osata vélja todtada

sobivaid ravimeid.
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2018. aastal kéivitub Glemaailmse viroomi projekt (GVP), mille eesmérgiks on kindlaks teha
suurem osa viiruslikest ohtudest ning anda asjakohaseid andmeid rahvatervise sekkumiste kohta
tulevaste pandeemiate korral. Inimesi nakatavaid viiruse sugukondi teatakse 25, kus on kuni
827000 teadmata viirust, mis omavad zoonootilist potentsiaali. See on loomade nakkushaiguste
potentsiaal kanduda tle inimestele (Carroll et al., 23.02.2018). GVVP néuab suuri investeeringuid
ja isegi juhul, kui avastatakse suur hulk potentsiaalseid zoonoose, vOib ainult vdike osa
tdendoliselt pdhjustada suuri haiguspuhanguid ja suremuse inimestel. Arvestades uksikute
epideemiatega seotud kulude suurt maksumust, vdivad GVP poolt toodetud andmed pakkuda
olulist investeeringutasuvust, suurendades diagnostilist suutlikkust uue haiguspuhangu varajastes
staadiumides. Zoonootiliste haiguste esinemissageduse suurenemisega kaasnevate hlppeliselt
kasvavate majanduslike kahjude hiljutised analtiiisid (Jones et al., 2008) néitavad, et pandeemiate
leevendamise strateegiad annavad 10:1 investeeringutasuvuse. GVP eesmark on parandada
vOimet tuvastada, diagnoosida ja avastada viirusi haavatavas elanikkonnas. Nagu inimgenoomi
projekt, pakub GVP avalikkusele kéttesaadavaid andmeid, mis vdivad tuua avastusi, mida on
raske ennustada, nditeks viirused, mis pdhjustavad vahki voi kaitumishaireid. (Carroll et al.,
2018)
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ARUTELU

Paljud viirused on vimelised pdhjustama mitmesuguseid haigusi. Osadel viirustel on potentsiaali
pohjustada ka pandeemiaid. Seega on vdga oluline uurida ja tuvastada viiruseid erinevatest
keskkondadest. Metagenoomsete andmete arvutusanaliilis patogeenide identifitseerimiseks on
mitmel pdhjusel keeruline. Esiteks, anallitsides kasutatavad andmemahud on véga suured, NGS-
tehnoloogia suudab toota péevas lugeda tle 100 GB toorlugemeid (Loman et al., 2012). Nende
lugemite joondamise/klassifitseerimise algoritmid peavad olema vOimelised need massiivsed
jarjestusandmed labi to6tama vdimalikult véikese ajakuluga. Teiseks peavad programmid olema
vOimelised tuvastama patogeeni ka vaga véikesest osahulgast, sest sageli on huvipakkuvate
lugemite (patogeeni) osakaal proovis vaga madal (Kostic et al., 2012). Lisaks ei vdimalda madal
lugemite arv ka de novo assambleerimist kontiigideks (Kostic et al., 2011). Seega, peavad
programmid vGimaldama luhikeste jarjestuste, tavaliselt pikkusega vaid 100-300 nukleotiidi,
tdpset Klassifitseerimist. K-meeridel pdhinevad programmid tulevad luhikeste jarjestuste
tuvastamisega paremini toime kui geenipGhised, sest need ei eelda kodeerivate geenide olemasolu
jarjestuses. Kolmandaks probleemiks viiruste tuvastamisel on vordlusandmete vahesus
andmebaasides (Xu et al., 2011). Praegusel hetkel on enamus viiruste tuvastamise meetodid
suunatud bakteriofaagide leidmisele, kuna nende jarjestuste osakaal on andmebaasides suurem
(Hurwitz et al., 2018).

Ajalooliselt baseeruvad esimesed programmid viiruslike jarjestuste leidmiseks homoloogide
otsingutel, mis on limiteeritud referentsgenoomide (geenide) arvuga (Hurwitz et al., 2018).
Homoloogide otsingu programmidest on kdige laialdasemalt kasutusel BLAST. Hiljem
valjatootatud k-meeridel pdhinevate meetodite eeliseks joonduspBhiste meetodite ees on lihemad
arvutusajad (Chan ja Ragan, 2013). Néiteks k-meeridel pdhinev Centrifuge on peaaegu 2000
korda kiirem kui MegaBLAST, mis on omakorda 10 korda kiirem klassikalisest BLAST-ist (Kim
et al., 2016). K-meeri pdhised programmid vGimaldavad kill kiiremaid arvutusi, aga toetuvad

taas referentsandmetele nagu ka joondamisel pdhinevad lahendused.

Joondamismeetodi  tulemused  sisaldadavad  Gldjuhul  lugemi  tdpset  positsiooni
referentsjarjestustel, identsust ja sarnasuse skoori. Seevastu k-meeri analtisi Gldjuhul vaatab, kas
antud k-meer leiti proovist voi mitte. Tulemuseks on enamasti tiks arv, mis néitab, kui suur osa k-
meere leiti koigist referentsi k-meeridest. K-meeri meetodite tulemuste parandamiseks tundub

seega maistlik lisada anallisi positsiooniline info, séilitades samal ajal kiirema arvutamise aja
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eelise (Sievers et al., 2017). Sellisel juhul saaks teada, kas k-meerid leiti Ghest piirkonnast ehk
ainult Ghest geenist vOi k-meere leiti Ule kogu viiruse genoomi. See eemaldaks potentsiaalsed
valepositiivsed tulemused, mida vdib pdhjustada ksiku geeni tUlekanne peremeesorganismi voi

peremeesorganismis olevad endogeensed viiruslikud elemendid.

Viiruslikud jarjestused voivad moningal juhul olla vdga sarnased teistest organismidest périt
jarjestustega. Naiteks, on DNA polumeraasid laialdaselt konserveerunud ja ei pruugi olla
klassifitseerimiseks piisavalt unikaalsed. Probleemiks on ka eukariiootsete viiruslike jarjestuste
suhteline véhesus andmebaasides. Samuti vOivad kordusterikkad piirkonnad inimese genoomis
jaljendada AT-rikkaid viiruseid (Hurwitz et al., 2018). See tekitab suuri probleeme jarjestuste
paritolu kindlaks mé&ramisel, eriti jarjestuste puhul, mille E-véartus on lavendi ldhedal. Antud
probleemile pdoras tahelepanu ka Zhao et al. oma teadustdds, kus lugemitel oli aminohappeline
sarnasus nii Phycodnaviridae viirustega (E-vaartus 3 x 10° kuni 1073), kui ka bakterite ja
bakteriofaagide jérjestustega. Samas kuna E-véirtus oli tapselt Gle lavendi (10%), liigitati

jarjestused viiruslikeks, kuid tegu vais olla ka bakteriofaagiga. (Zhao et al., 2017)

Uurides olemasolevate vOi uute viiruslike jérjestuste seost méne tunnuse voi seisundiga (nagu
haigus vOi ©koloogiline muutuja), on h&davajalik tulemuste vorreldavus. Seda saab ohutult
saavutada vaid juhul, kui kdik proovid on to66deldud identse protokolliga ja kui need on
kvantifitseeritud Uhiste referentsjarjestuste komplekti vastu. Sellist kvantifitseerimist teostab

naiteks Vipie. (Lin et al., 2017)

Kéesoleva t66 eesmargiks oli anda hinnang té6voogude edukusele viiruste tuvastamisel. Eelneva
analtiusi pdhjal on k-meeri pdhistel programmidel suuremad Sansid viiruste tuvastamisel, sest
need on arvutuslikult kiiremad ja tundlikumad vorreldes geenipOhiste programmidega. K-
meeridel pdhinevad programmid vajavad mitmeid taiendusi: positsioonilise info lisamine, mida
hetkel pakuvad vaid joondamispdhised meetodid; k-meeri arvukuse kaasamine analliusi. Ma

arvan, et molemad tdiustused voiksid parandada k-meeridel pdhinevate programmide tépsust.
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KOKKUVOTE

Viiruseid leidub kdigis 6koloogilistes nissides, need juhivad lemaailmset energia ja toitainete
ringlust kontrollides nii bakterite, ainuraksete kui ka hulkraksete arvukust. Mdned viirustest
vOivad olla patogeensed, mistdttu on nende tuvastamine erinevatest keskondadest védga oluline.
Viiruste tuvastamiseks ja avastamiseks on loodud mitmeid erinevaid t66évooge, mis laiendavad
meie teadmisi nende mitmekesisusest. Need t66vood, mis tegelevad viiruste jarjestuste andmete
analliusiga, saab jagada kahte riilhma — kahe jérjestuse sarnasusel pdhinev ja k-meeridel hulkade

vordlemisel pdhinev tuvastamine.

Suurimateks probleemideks viiruste tuvastamisel on andmebaasides olevate vdrdlusandmete
vahesus, jarjestusandmete l&bi to6tamine vdimalikult vdikese ajakuluga ja viiruste tuvastamine
proovidest, kus nende osakaal on v&ga madal. K-meeridel pdhinevate programmide eeliseks
vorrelduna joonduspdhiste toovoogudega, on suurem kiirus, samas kui tapsus ja tundlikkuson
vorreldavad. K-meeridel pbhinevad todvood tootavad hasti ka siis, kui lugemite madal osakaal ei
vOimalda nende assambleerimist kontiigideks, mistéttu peavad programmid suutma
klassifitseerida ka lihikesi jarjestusi. See on suur eelis k-meeridel pdhinevatele meetoditele, mis

ei eelda jarjestuses kodeerivate geenide olemasolu, mida geenip8hised programmid teevad.

Viiruste tuvastamise todvooge kasutatakse viiruste seireks, mis hélmab nii viiruslike
infektsioonide leviku jalgimist kui ka viirusliku leviku alguskoha tuvastamist. Viiruste ja ka teiste
patogeenide seireprogrammid on tervisekaitse ja pandeemiate &rahoidmise seisukohalt
hadavajalikud. Arvestades (ksikute epideemiatega seotud kulude suurt maksumust, pakuvad

seireprogrammid ka olulist investeerigutasuvust.
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RESUMEE / SUMMARY

Various pipeline analysis for virus detection
Brigitta-Robin Raudne

Summary

Viruses are found in all ecological niches, they lead the global energy and nutrient circulation by
controlling both unicellular and multicellular populations. Some of the viruses are pathogenic and
cause diseases, which is why their identification from various environments is important. Several
different pipelines have been developed to detect and discover viruses, which extend our
knowledge of their diversity as well as abundance. These pipelines can be broadly divided into
two groups — detection based on two-sequence comparison and detection based on k-mers.

There are many drawbacks in detecting viruses from samples. The greatest problem is the
detection of viruses from a small fraction in case of metagenomics, but also, the relatively low
amount of reference data in databases. In addition, there is usually a need for processing a huge
amount of sequence data quickly. K-mer based programs allow faster results compared to
alignment-based programs. However, they both depend on reference data. In many cases, the low
proportion of reads that are of interest does not allow their assembly to contigs, therefore
programs must also be able to classify short sequences. This again gives the advantage to k-mer
based detection, which does not need sequence assembly. Also, k-mer based programs do not
require the presence of encoding genes in sequence reads like gene-based programs do.

On a larger scale, virus detection pipelines can be used for monitoring, which includes observing
both the spread of viral infections and the detection of the onset of viral spread. Monitoring
projects for viruses and other pathogens are essential for health protection and pandemic
prevention. Given the high cost of single epidemic events, data produced by the virus monitoring

projects may provide a substantial return on investment.
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