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The	
  idenOficaOon	
  and	
  whole-­‐genome	
  assembly	
  of	
  a	
  highly	
  divergent	
  single-­‐
stranded	
  DNA	
  (ssDNA)	
  virus	
  situated	
  at	
  the	
  interface	
  between	
  Circoviridae	
  and	
  
Parvoviridae	
  by	
  deep	
  sequencing.	
  	
  
The	
  virus,	
  provisionally	
  named	
  “parvovirus-­‐like”	
  hybrid	
  virus	
  (PHV),	
  was	
  
detected	
  in	
  samples	
  from	
  paOents	
  with	
  chronic	
  seronegaOve	
  (non-­‐A-­‐E)	
  hepaOOs	
  
and	
  diarrhea	
  of	
  unknown	
  eOology.	
  

Parvovirus	
  B19	
  in	
  humans	
  and	
  porcine	
  circovirus	
  type	
  2	
  (PCV2)	
  in	
  pigs	
  have	
  been	
  
previously	
  linked	
  to	
  hepaOOs.	
  

A	
  study	
  by	
  Xu,	
  et	
  al.,	
  recently	
  described	
  the	
  discovery	
  of	
  a	
  hybrid	
  DNA	
  virus	
  in	
  
serum	
  samples	
  from	
  Chinese	
  paOents	
  with	
  seronegaOve	
  hepaOOs,	
  named	
  NIH-­‐
CQV,	
  with	
  a	
  nearly	
  idenOcal	
  sequence	
  to	
  PHV.	
  



chronic	
  seronegaOve	
  (non-­‐A-­‐E)	
  hepaCCs	
   diarrhea	
  of	
  unknown	
  eOology	
  

UCSF	
  
169	
  patsiendi	
  seerum,	
  NA	
  eraldaO	
  3	
  eri	
  ajal	
  
22,	
  64(22),	
  105-­‐st	
  seerumist.	
  	
  
0.22	
  um	
  filter,	
  nukleaas.	
  
QIAamp	
  Viral	
  RNA	
  Mini	
  Kit.	
  
64	
  patsienO,	
  16	
  indekseeritud	
  pooli.	
  
Illumina	
  TrueSeq	
  raamatukogu	
  
Illumina	
  HiSeq	
  
Puhastatakse	
  inimese	
  ja	
  bakterite	
  vastu.	
  
Parvoviiruse	
  sarnased	
  readid	
  (leitud	
  blastX-­‐
ga)	
  PRICE	
  assambleri	
  seemikuks	
  (seed)	
  +	
  
Geneious.	
  85%	
  over	
  25	
  nt	
  to	
  merge.	
  
9	
  tsükklit,	
  viirus	
  koos	
  
Kontrollitud	
  PCR-­‐i	
  ja	
  Sangeriga	
  

Parvovirus	
  like	
  Hybrid	
  Virus	
  -­‐2	
  PHV-­‐2	
  
3625	
  nt	
  

Blood	
  Systems	
  Research	
  InsOtute,	
  San	
  Francisco	
  
diarrheal	
  stool	
  samples	
  from	
  Nigeria	
  (75)	
  and	
  
Tunisi	
  (50)	
  
0.45	
  um	
  filter,	
  nukleaas	
  
QIAamp	
  Viral	
  RNA	
  Mini	
  Kit	
  
Raamatukogu	
  ScriptSeq	
  V2	
  RNA-­‐Seq	
  
(Epicentre),	
  	
  13	
  sample	
  pools	
  	
  5-­‐10	
  each	
  
Illumina	
  MiSeq	
  
Parvoviiruse	
  sarnased	
  readid	
  (leitud	
  blastX-­‐ga)	
  
PRICE	
  assambleri	
  seemikuks	
  (seed)	
  +	
  Geneious.	
  
16	
  tsüklit	
  viirus	
  koos	
  

Parvovirus	
  like	
  Hybrid	
  Virus	
  -­‐1	
  PHV-­‐1	
  
3638	
  nt	
  

Viirused	
  PHV-­‐1	
  ja	
  PHV-­‐2	
  
Joondus	
  3625	
  nt,	
  identsus	
  3614	
  nt	
  (99,7%),	
  1	
  gap	
  	
  

NIH-­‐CQV	
  3780	
  nt	
  
~20	
  nt	
  insertsioon	
  +otsad	
  60	
  nt	
  pikemad	
  



De	
  novo	
  assembly	
  of	
  PHV.	
  	
  The	
  PRICE	
  assembler	
  was	
  used	
  to	
  assemble	
  the	
  parOal	
  
or	
  full	
  genomes	
  of	
  PHV-­‐1	
  (A),	
  PHV-­‐2	
  (B),	
  corresponding	
  to	
  a	
  sample	
  pool	
  of	
  non-­‐A-­‐
E	
  hepaOOs	
  sera	
  and	
  a	
  sample	
  pool	
  of	
  diarrheal	
  stool	
  respecOvely.	
  	
  The	
  asterisks	
  
denote	
  the	
  iniOal	
  seeds	
  used	
  for	
  de	
  novo	
  assembly.	
  	
  Intermediate	
  	
  conOguous	
  
sequences	
  (conOgs)	
  generated	
  during	
  the	
  assembly	
  (red	
  bars)	
  are	
  mapped	
  to	
  their	
  
corresponding	
  locaOon	
  on	
  the	
  PHV	
  genome.	
  	
  

Viiruse	
  genoomi	
  assambleerimine	
  



Replikaas	
  sarnane	
  circoviirustele,	
  kapsiid	
  sarnane	
  parvoviirustele	
  

Circoviiruste	
  genoomiks	
  on	
  ssDNA	
  rõngasmolekul	
  

Parvoviiruste	
  genoom	
  lineaarne,	
  pöördkordusjärjestustega	
  otstes.	
  

PHV-­‐del	
  rõngasmolekuli	
  detekteerida	
  ei	
  õnnestunud.	
  

The	
  genome	
  organizaOon	
  of	
  PHV,	
  showing	
  the	
  open	
  reading	
  frames	
  (ORFs)	
  corresponding	
  
to	
  the	
  putaOve	
  replicase	
  and	
  capsid	
  proteins	
  and	
  hypotheOcal	
  15	
  kD	
  protein	
  of	
  unknown	
  
funcOon	
  and	
  two	
  148-­‐nt	
  inverted	
  terminal	
  repeat	
  (ITR)	
  	
  sequences.	
  	
  Regions	
  of	
  the	
  genome	
  
that	
  were	
  confirmed	
  by	
  Sanger	
  sequencing	
  are	
  	
  represented	
  by	
  black	
  lines	
  

PHV	
  iseloomustus	
  



Amino	
  acid	
  phylogeneOc	
  trees	
  of	
  PHV-­‐1,	
  PHV-­‐2,	
  and	
  NIH-­‐CQV	
  relaOve	
  to	
  other	
  	
  ssDNA	
  
viruses.	
  	
  (A)	
  capsid	
  protein;	
  (B),	
  replicase	
  protein.	
  	
  RepresentaOve	
  parvoviruses,	
  circoviruses,	
  
and	
  “circo-­‐like”	
  viruses	
  were	
  included	
  in	
  the	
  phylogeneOc	
  analysis.	
  	
  Support	
  levels	
  
calculated	
  using	
  a	
  maximum	
  likelihood	
  algorithm	
  are	
  displayed	
  at	
  each	
  branching	
  point.	
  	
  
Scale	
  	
  bars	
  indicate	
  the	
  number	
  of	
  amino	
  acid	
  subsOtuOons	
  per	
  site.	
  

PHV	
  ja	
  NIH-­‐CQV	
  fülogeneeOline	
  asetsemine	
  



Kuna	
  proovid	
  olid	
  poolitud,	
  siis	
  määraO	
  PHV-­‐d	
  algsetest	
  proovidest	
  PCR-­‐ga.	
  

Esmalt	
  algsest	
  DNA-­‐st	
  mida	
  oli	
  kasutatud	
  poolimiseks.	
  
Viirus	
  leiO	
  kõikidest	
  proovidest.	
  

Seejärel	
  kasutaO	
  EZ1	
  instrumenO	
  (EZ1	
  Viral	
  Mini	
  Kit	
  v2.0).	
  
Kõik	
  proovid	
  osutusid	
  negaOivseteks	
  PHV	
  suhtes.	
  

?	
  



Kus	
  PHV-­‐d	
  veel	
  leidub	
  

Screening	
  for	
  PHV	
  in	
  clinical	
  NGS	
  datasets.	
  	
  Sequences	
  corresponding	
  to	
  PHV	
  	
  were	
  idenOfied	
  by	
  
BLASTn	
  alignments	
  at	
  an	
  E-­‐score	
  cutoff	
  of	
  10-­‐30	
  to	
  sequence	
  reads	
  in	
  NGS	
  datasets	
  processed	
  from	
  
2008	
  to	
  2013	
  in	
  laboratory	
  1	
  (A)	
  and	
  laboratory	
  2	
  (B).	
  	
  Shown	
  ploFed	
  is	
  the	
  percentage	
  of	
  PHV	
  reads	
  in	
  
each	
  dataset,	
  with	
  the	
  number	
  of	
  PHV	
  reads	
  indicated	
  by	
  the	
  data	
  labels.	
  	
  Clinical	
  sample	
  sets	
  
extracted	
  using	
  Qiagen	
  spin	
  columns	
  are	
  highlighted	
  using	
  red	
  	
  text;	
  those	
  extracted	
  using	
  other	
  
methods	
  are	
  shown	
  in	
  black.	
  	
  



Kus	
  PHV-­‐d	
  veel	
  leidub	
  

Screening	
  for	
  PHV	
  in	
  clinical	
  NGS	
  datasets.	
  	
  Sequences	
  corresponding	
  to	
  PHV	
  	
  were	
  idenOfied	
  by	
  
BLASTn	
  alignments	
  at	
  an	
  E-­‐score	
  cutoff	
  of	
  10-­‐30	
  to	
  sequence	
  reads	
  in	
  NGS	
  datasets	
  processed	
  from	
  
2008	
  to	
  2013	
  in	
  laboratory	
  1	
  (A)	
  and	
  laboratory	
  2	
  (B).	
  	
  Shown	
  ploFed	
  is	
  the	
  percentage	
  of	
  PHV	
  reads	
  in	
  
each	
  dataset,	
  with	
  the	
  number	
  of	
  PHV	
  reads	
  indicated	
  by	
  the	
  data	
  labels.	
  	
  Clinical	
  sample	
  sets	
  
extracted	
  using	
  Qiagen	
  spin	
  columns	
  are	
  highlighted	
  using	
  red	
  	
  text;	
  those	
  extracted	
  using	
  other	
  
methods	
  are	
  shown	
  in	
  black.	
  	
  



Viiruse	
  olemasolu	
  näib	
  sõltuvat	
  Qiagen-­‐i	
  kindlast	
  kolonnist,	
  eriO	
  	
  alates	
  2012.	
  aastast.	
  

Qiagen-­‐i	
  kolonni	
  ekstraheeriO	
  veega	
  kolmest	
  firmast,	
  kõik	
  andsid	
  PCR-­‐l	
  posiOivse	
  tulemuse.	
  	
  

Lähtudes	
  puhtast	
  veest	
  eraldaO	
  kolonniga	
  (õigemini	
  küll	
  kolonnist)	
  DNA	
  ja	
  sekveneeriO.	
  

De	
  novo	
  assambleerimisel	
  saadi	
  conOg	
  mis	
  kats	
  66%	
  PHV	
  genoomist.	
  

Kolonnist	
  eraldatud	
  DNA-­‐st	
  leiO	
  viirus	
  mis	
  oli	
  PHV-­‐ga	
  97%	
  identne	
  



Mapping	
  of	
  reads	
  from	
  clinical	
  
NGS	
  datasets	
  to	
  the	
  PHV	
  
genome.	
  	
  The	
  coverage	
  (y-­‐axis)	
  
achieved	
  at	
  each	
  nucleoOde	
  
posiOon	
  along	
  the	
  genome	
  (x-­‐
axis)	
  is	
  ploFed.	
  	
  
(A)	
  Coverage	
  maps	
  for	
  the	
  
independently	
  de	
  novo	
  
assembled	
  PHV-­‐1,	
  PHV-­‐2,	
  and	
  
PHV-­‐3	
  genomes.	
  	
  The	
  arrow	
  
depicts	
  a	
  break	
  in	
  coverage	
  that	
  
precluded	
  whole-­‐genome	
  de	
  
novo	
  assembly	
  of	
  PHV-­‐3.	
  	
  	
  
(B)	
  	
  PHV	
  genomes	
  assembled	
  by	
  
mapping	
  of	
  NGS	
  reads	
  from	
  
various	
  clinical	
  sample	
  datasets	
  
to	
  the	
  PHV-­‐1	
  genome.	
  	
  The	
  inset	
  
shows	
  the	
  name	
  of	
  the	
  clinical	
  
dataset,	
  as	
  well	
  as	
  the	
  percent	
  
(%)	
  and	
  average	
  (avg)	
  genomic	
  
coverage	
  achieved.	
  	
  
AbbreviaOons:	
  nt,	
  nucleoOde	
  



Hiired	
  tulevad	
  mustades	
  sokkidest	
  ja	
  viirus	
  tuleb	
  kolonnist	
  



Sarnased	
  järjestusi	
  leidub	
  keskkonnaproovide	
  metagenoomides	
  

BlastN	
  	
  	
  E-­‐score	
  cutoff	
  10-­‐30	
  

Column-­‐based	
  NA	
  purificaOon	
  is	
  a	
  solid-­‐phase	
  extracOon	
  method	
  that	
  	
  binds	
  NA	
  by	
  
adsorpOon	
  to	
  silica,	
  and	
  the	
  silica	
  used	
  in	
  many	
  commercial	
  spin	
  columns	
  is	
  	
  
derived	
  from	
  the	
  cell	
  walls	
  of	
  diatoms.	
  If	
  Qiagen’s	
  NA	
  extracOon	
  kits	
  and	
  “silica	
  gel	
  
membrane	
  technology”	
  involve	
  the	
  use	
  of	
  diatoms,	
  it	
  is	
  plausible	
  that	
  PHV	
  is	
  a	
  
virus	
  of	
  diatoms	
  and	
  had	
  inadvertently	
  contaminated	
  the	
  spin	
  columns	
  during	
  
manufacture.	
  



Koch's	
  postulates	
  are	
  the	
  following:	
  
1.	
  The	
  microorganism	
  must	
  be	
  found	
  in	
  abundance	
  in	
  all	
  organisms	
  suffering	
  from	
  
the	
  disease,	
  but	
  should	
  not	
  be	
  found	
  in	
  healthy	
  organisms.	
  
2.	
  The	
  microorganism	
  must	
  be	
  isolated	
  from	
  a	
  diseased	
  organism	
  and	
  grown	
  in	
  
pure	
  culture.	
  
3.	
  The	
  cultured	
  microorganism	
  should	
  cause	
  disease	
  when	
  introduced	
  into	
  a	
  
healthy	
  organism.	
  
4.	
  The	
  microorganism	
  must	
  be	
  reisolated	
  from	
  the	
  inoculated,	
  diseased	
  
experimental	
  host	
  and	
  idenOfied	
  as	
  being	
  idenOcal	
  to	
  the	
  original	
  specific	
  causaOve	
  
agent.	
  

Heinrich	
  Hermann	
  Robert	
  Koch	
  	
  



Suur	
  tänu	
  kuulamast!	
  

Ja	
  ärge	
  kaotage	
  valvsust.	
  



AAGTGAGCTCAGTACTCAGACTGAGCTCACTTCAGTATACCGGTTTTTGCCGCCGCCATG	
  



Figure	
  1.	
  Timeline	
  of	
  milestone	
  studies	
  aiming	
  at	
  the	
  characterisaOon	
  of	
  XMRV	
  as	
  a	
  human	
  
pathogen	
  from	
  2006	
  to	
  2012	
  of	
  interest	
  to	
  blood	
  transfusion	
  (further	
  studies	
  invesOgaOng	
  
XMRV	
  within	
  a	
  parOcular	
  disease	
  enOty	
  are	
  excluded).	
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The	
  retrovirus	
  XMRV	
  is	
  not	
  associated	
  with	
  chronic	
  faOgue	
  syndrome	
  or	
  prostate	
  cancer	
  
and,	
  in	
  fact,	
  originated	
  as	
  a	
  mouse	
  cell	
  line-­‐derived	
  laboratory	
  contaminant	
  


