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Abstract: Viruses are the main agents causing emerging and re‐emerging infectious diseases. It is 

therefore important to screen for and detect them and uncover the evolutionary processes that sup‐

port their ability to jump species boundaries and establish themselves in new hosts. Metagenomic 

next‐generation sequencing (mNGS)  is a high‐throughput,  impartial technology that has enabled 

virologists  to detect either known or novel, divergent viruses  from clinical, animal, wildlife and 

environmental samples, with little a priori assumptions. mNGS is heavily dependent on bioinfor‐

matic analysis, with an emerging demand for integrated bioinformatic workflows. Here, we present 

Lazypipe2, an updated mNGS pipeline with, as compared to Lazypipe1, significant improvements 

in code stability and transparency, with added functionality and support for new software compo‐

nents. We also present extensive benchmarking results, including evaluation of a novel canine sim‐

ulated metagenome, precision and recall of virus detection at varying sequencing depth, and a low 

to extremely low proportion of viral genetic material. Additionally, we report accuracy of virus de‐

tection with two strategies: homology searches using nucleotide or amino acid sequences. We show 

that Lazypipe2 with nucleotide‐based annotation approaches near perfect detection for eukaryotic 

viruses and,  in  terms of accuracy, outperforms  the compared pipelines. We also discuss  the  im‐

portance of homology searches with amino acid sequences  for  the detection of highly divergent 

novel viruses. 
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1. Introduction 

Fast development in metagenomic Next‐generation sequencing (mNGS) and analy‐

sis has enabled virologists to assess the true diversity of viruses in clinical, animal, wildlife 

and  environmental  samples. mNGS  is  a  high‐throughput,  impartial  technology with 

many advantages  compared  to established diagnostic methods  for virus detection  [1]. 

mNGS can detect viruses that do not propagate in cell cultures and, unlike PCR‐ or anti‐

gen‐based detection, can detect a broad spectrum of viruses without a priori assumptions 

about  the  likely  targets. Overall, mNGS has  the potential  to  translate  into a universal 

method for virus discovery, surveillance and broad‐spectrum clinical diagnostics [1–3]. 

That said, we should note that mNGS is a relatively novel technology and there are still 

challenges to address such as accessibility, costs, and sampling to reporting time. 

There is a growing interest within virology in utilizing mNGS, specifically in the de‐

tection of viruses that cannot be cultured [4,5]. There is also a growing interest for appli‐

cations  in  clinical  settings, particularly  for difficult  to diagnose  cases with  rare or un‐

known  disease  etiologies  that would  otherwise  require multiple  targeted  tests  [6,7]. 
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mNGS is also recognized for its potential for the monitoring and early detection of emerg‐

ing viral pathogens [1]. 

mNGS approaches are heavily dependent on bioinformatic analysis that processes 

raw sequence output by the NGS sequencer into metagenomic assemblies and into vari‐

ous reports on the micro‐organisms’ nucleic acid presence and relative abundances in the 

analyzed samples. Generally, analysis of NGS data requires bioinformatic expertise, com‐

putational resources and, in many cases, installation and maintenance of large reference 

databases [2,3,7]. This has raised concerns that the lack of such in public health laborato‐

ries or smaller research facilities can cause hurdles against the adoption of mNGS methods 

[2,3,7]. These challenges can be addressed by developing bioinformatic pipelines and ser‐

vices  designed  to  handle  bioinformatic  and  resource‐related  challenges  in mNGS  se‐

quence analysis. During the last decade many pipelines for virus discovery and sample 

composition analysis have emerged: VMGAP [8], PathSeq [9], VIROME [10], READSCAN 

[11], VirusFinder [12], SURPI [13], MetaVir [14], VIP [15], MetaShot [16], VirusSeeker [17], 

viGEN [18], Genome Detective [19], Kraken2 [20], IDseq [2] and Microseek [21]. mNGS 

pipelines tested in clinical settings are also beginning to emerge [7]. 

Our research group has contributed to this development with the Lazypipe mNGS 

pipeline designed primarily for virus discovery from clinical, animal and environmental 

samples with minimal requirements in terms of bioinformatic expertise and/or resources 

[22]. Lazypipe has been adopted as a standard module for mNGS analysis at the Finnish 

IT Center for Science (www.csc.fi) and has been successfully applied to detect and char‐

acterize a multitude of novel viral pathogens  from a variety of different sample  types, 

including arthropod vectors [23,24], mosquitos [25], farm animals [26] and wildlife [27]. 

Here, we present an enhanced version of our mNGS pipeline, Lazypipe2.  In  this  latest 

version, we  introduce  code updates  to  achieve better  installation  experience,  stability, 

speed and transparency, as well as a smaller memory and disk‐space footprint. We have 

also added new functionalities to support new analysis options and further automation 

of  frequent user  cases. New  features  include  support  for SPAdes assembler  [28], min‐

imap2 annotations [29], second round annotations with NCBI blastn [30], support for mas‐

sively  parallel  execution  for  large  sample  batches  and  an  alternative  interface  imple‐

mented with Snakemake [31]. Furthermore, we compiled a novel canine simulated meta‐

genome and performed extensive benchmarking on human and canine simulated meta‐

genomes. Using our benchmarks we also analyzed errors in virus detection and were able 

to detail sources of these errors, as well as compare nucleotide and amino acid based an‐

notation strategies. 

2. Materials and Methods 

2.1. Code Updates 

2.1.1. Code Restructuring for Better Stability and Transparency 

To improve the portability of Lazypipe1 (all versions freely available at https://bit‐

bucket.org/plyusnin/lazypipe/), we excluded several external Perl modules that posed in‐

stallation  challenges  to our users. Among other  factors, we  removed dependencies on 

spreadsheet modules and BioPerl modules. Spreadsheet modules were replaced with the 

R openxlsx library. All sequence manipulations with BioPerl were reimplemented with 

SeqKit calls [32]. All parsing and handling of taxonomic paths were reimplemented with 

TaxonKit calls  [33]. To  improve stability and  transparency, all manipulations with  tab‐

separated value  (tsv)  files were  reimplemented using csvtk  toolkit  [34]. All  three  tools 

mentioned here (SeqKit, TaxonKit and csvtk toolkit) were selected based on similar crite‐

ria, namely simple installation without dependencies, speed and support for multithread‐

ing. These and other updates are illustrated in Figure 1. 
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Figure 1. Overview of Lazypipe2 workflow and updates. * Tools and databases that were added or 

updated  in  this release compared  to  the previously published work  [22].  INPUT,  input  files and 

reference databases; dbhits, database homologs returned by the search; NCBI nt a.b.v., viral, bacte‐

rial and archaeal entries from the NCBI nt database; RefSeq vi.rep.gen., RefSeq representative virus 

genomes; GeneBank vi.gen., GeneBank complete virus genomes. 

Both Lazypipe 1 and 2 use SANSparallel [35], a fast, ~100 times faster than blastp, 

homology search for amino acid sequences (aa) against UniProtKB database. SANSparal‐

lel is set as the default search and is accessed using Pannzer [36] queries to the SANSpar‐

allel server. Integration of Lazypipe with SANSparallel was improved by adding a taxon‐

omy operator  to  the Pannzer package  (version 3.0). This operator handles mapping of 

UniProtKB accession ids to NCBI taxon ids on the SANSparallel server, which removed 

the requirement to perform this mapping locally by loading large accession to taxon id 

dictionaries into memory. This reduced the size of the code and also required memory. 

The  new  version  outputs  several  collections  of  contigs  in  fasta  format:  contigs 

mapped to viruses, contigs mapped to bacteriophages and contigs with no mapping (con‐

tigs_vi.fa, contigs_phages.fa and contigs_un.fa, respectively). The new version also out‐

puts contig fasta files for each family, genus and species found in the data. 

2.1.2. Support for Parallel Analysis of Large Data Collections 

We added support for massive parallel analysis of  large sample batches using, for 

example, the Slurm job array framework. To address the analysis of large data‐collections, 

all output fastq files are now compressed. We also added support for automated cleaning 

of intermediated files (activated with ‘clean option’). These later additions have signifi‐

cantly reduced the disk footprint of the pipeline. 

2.2. New Features 

2.2.1. Integrating SPAdes 

We added support for read assembling with SPAdes [28], which was shown in sev‐

eral comparative studies to have high performance for simulated and mock community 

viral metagenomes [37,38]. 

2.2.2. Integrating Minimap2 Aligner 
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Lazypipe1 (version 1.0) supported annotation with both amino acid (aa) and nucleo‐

tide  (nt) based search engines, using SANSparallel/blastp and Centrifuge, respectively. 

(SANSparallel searches with orfs against UniProtKB, blastp with orfs against local nr da‐

tabase and centrifuge with contigs against  local nt database.) For  the new version, we 

added support for the minimap2 nt search engine [29]. One practical consideration here 

was the constantly growing size of the NCBI nt database. For the June 2022 update, our 

attempt to run the Centrifuge indexer on the bacteria and virus portion of the nt database 

failed to reach completion after running for 70 h on 32 cores. Minimap2 was an attractive 

alternative, since this search engine supports database indexing in parts, thereby avoiding 

memory  limitations.  Minimap2  supports  assembly  to  reference  alignments  (‐‐x 

asm5/asm10/asm20 modes) with different expected sequence divergence. By default, La‐

zypipe2 uses ‐‐xasm20 (approximately 5% divergence), and as our reference we use a cus‐

tom database covering all viral, bacterial and archaeal entries from the NCBI nt database. 

2.2.3. Integrating Blastn for Second Round Annotations 

The end users will often want to confirm virus annotations produced with fast align‐

ers such as SANSparallel or minimap2 with a classical blastn search. To support this, we 

added the ‐‐pipe blastv option, which will run blastn on contigs identified as virus contigs 

in the main annotation round. As the reference database, the user can choose any custom 

or public blastn database. We recommend using RefSeq representative genomes for vi‐

ruses, updated and published by NCBI  [30]. We also offer support  for a broader virus 

database  that  we  compile  and  update  from  GeneBank  complete  virus  genomes 

(https://bitbucket.org/plyusnin/lazypipe/). We  also  added  support  for  re‐annotation  of 

contigs, which had no database hits  in the main annotation round  (contigs_un.fa). Un‐

mapped contigs can be re‐annotated with blastn against a custom database with  ‐‐pipe 

blastu option. 

2.2.4. Improved Bacteriophage Labelling and Annotation 

We added a more complete labelling of bacterial and archaeal viruses. The new la‐

belling lists all viral families and orders, which include exclusively viral species known to 

infect bacteria or archaea according to the latest Virus Metadata Resource published by 

the  International  Committee  on  Taxonomy  of  Viruses  (https://ictv.global/taxonomy/, 

VMR_20‐190822). The labelling was made updatable and transparent by listing these bac‐

teriophage families and orders in a separate source file (R/NGS.phage.filter.R). 

We also added an option (–pipe annph) to run a 2nd round annotation of unmapped 

contigs (contigs_un.fa) with minimap2 against a local bacteriophage database. 

2.2.5. New Interface with Snakemake 

To support a wider range of users, including those unfamiliar with perl, we comple‐

mented the default perl interface with an optional Snakemake interface [31]. Snakemake 

is a workflow manager that is able to handle large bioinformatic workflows with complex 

input–output interdependencies [31]. 

2.3. Benchmarking 

We evaluated Lazypipe2 on two benchmarks. For the first benchmark we used the 

human  simulated metagenome  from  the MetaShot  project  [16].  This MetaShot meta‐

genome is a simulated 20.5 M PE 2 × 150 Illumina library covering approximately 80 viral 

and 70 bacterial pathogens imbedded in a background of human reads [16]. For the second 

benchmark we compiled a novel canine simulated metagenome (described below), based 

on viruses and bacteria associated with the domestic dog. The domestic dog was chosen 

in order to test virus detection against a different host and bacterial background. The re‐

sulting simulated metagenome can also serve as a valuable tool for future mNGS bench‐

marking, particularly in the context of companion animal and one‐health research. 
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All benchmarking was performed on a Linux/Unix CPU supercluster with 32 cores 

each running at 2.1 GHz. 

2.3.1. Human Simulated Metagenome 

Human simulated metagenome was used to evaluate Lazypipe2 (version 2.1) against 

Lazypipe1 (version 1.0), Kraken2 [20], CZID [2] and Genome Detective [19]. Lazypipe2 

was run with default options and minimap2 and SANSparallel aligners. Lazypipe1 was 

run with default options and SANSparallel aligner. Kraken2 was run with default settings 

and the standard database. CZID was run via web interface v7.1 with host set to “human” 

and background to “none”. Genome Detective Virus Tool was run via web interface v2.48 

with default options and with host reads pre‐filtered in order to pass the input size limit 

for the public interface. 

2.3.2. Viral Genomes Associated with the Domestic Dog 

We started by  searching RefSeq  (version 214)  for virus assemblies with host  field 

matching to “Canis lupus”, “Canis lupus familiaris” or “dog”, or virus name matching 

“Canine”. This resulted in 44 accessions including 30 complete genomes and 14 complete 

cds sequences. We then complemented this list by searching VirusHostDB [39] for viruses 

that were labelled with “Canis lupus familiaris” as their host. From this list we manually 

selected assemblies for viruses that are either well established canine pathogens (e.g., Lys‐

savirus rabies) or that have been isolated from a dog. We further extended our collection 

by adding Canine Influenza A virus H3N2 from the NCBI Influenza Virus Sequence Da‐

tabase. The H3N2 subtype is the latest and most common Influenza virus isolated from 

dogs in Asia and the United States [38]. Lastly, we pruned the list of collected canine pap‐

illomaviruses to include only one genome for each species‐level taxon. This resulted in 7 

canine papillomaviruses. The resulting collection of canine viral genomes included 57 as‐

semblies and 39 unique virus taxa (accessions available in File S1). 

2.3.3. Bacterial Genomes Associated with the Domestic Dog 

Bacterial genomes were added in order to make the canine simulated metagenome 

closer to real‐world mNGS libraries, which almost invariably include bacterial sequences. 

Additionally, we were interested in benchmarking Lazypipe performance for the detec‐

tion and annotation of bacteria, although the main focus remained on viral metagenomics. 

We started by datamining bio‐sample entries from the NCBI BioSample database that 

were labelled with host_taxid equal to 9615 or with host matching “(dog[s]?)|(canis lupus 

familiaris)”. This returned 21,083 unique dog‐associated samples. We then selected from 

RefSeq genomes database (version 214) all bacterial accessions that were sequenced from 

dog‐associated samples. We further pruned this list to include only unique taxon ids. This 

resulted  in  a  collection of  195  accessions  and  159 bacterial  species. We  also  created  a 

smaller collection that included only complete genomes from the above set (58 accession). 

Accessions and other details for both canine bacterial collections are available in File S1. 

2.3.4. Canine Simulated Metagenome 

To create  the canine simulated metagenome we processed our viral, bacterial and 

host (GCF_000002285.5) sequences with ART [40], applying settings for Illumina PE 2X 

150 nt libraries with HiSeq 2500 built‐in profile. Host genome and bacterial genomes were 

processed with 5X coverage, while viral genomes were processed with coverage ranging 

from 1X to 5X. We then combined host, bacterial and viral libraries into a number of canine 

metagenomes with varying proportions of viral and bacterial sequences and varying viral 

coverage (Table 1). Low proportion/coverage of virus genomes aimed to test virus calling 

at low to very low abundance of virus genetic material. Canine simulated metagenomes 

were then used to benchmark taxa calling and read taxonomic binning with Lazypipe2 –

ann minimap. 
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Table 1. Canine simulated metagenomes. We combined the host library, two bacterial libraries and 

viral libraries at different coverage levels (5X to 1X). 

Metagenome  Host reads 
Bacterial 

reads 
Virus reads 

Bacterial 

taxids 

Virus 

taxids 

dog5X‐ba.comp5X‐vi5X  93.37%  6.60%  0.021%  58  39 

dog5X‐ba5X‐vi5X  79.85%  20.13%  0.018%  195  39 

dog5X‐ba5X‐vi4X  79.85%  20.13%  0.014%  195  39 

dog5X‐ba5X‐vi3X  79.86%  20.13%  0.011%  195  39 

dog5X‐ba5X‐vi2X  79.86%  20.13%  0.007%  195  39 

dog5X‐ba5X‐vi1X  79.86%  20.14%  0.004%  195  39 

3. Results 

3.1. Benchmarking Taxonomic Profiling 

3.1.1. Results for Human Simulated Metagenome 

We compared Lazypipe2 with minimap2 and SANSparallel aligners  to Lazypipe1 

with SANSparallel aligner, Kraken2, CZID and Genome Detective on the human simu‐

lated metagenome. Precision, recall and F1‐score (harmonic mean of precision and recall) 

for predicted virus and bacterial taxa are given in Tables 2 and 3, respectively. For viruses 

we excluded the least abundant taxa that accounted for the last percentile of read distri‐

bution. Similarly, for bacteria we excluded the least abundant taxa that accounted for the 

last five percentiles of the read distribution. As discussed previously [22], these settings 

aim to reduce noise for taxa at  lower abundances. For bacterial predictions we also  in‐

cluded Lazypipe2 results pruned by the least abundant taxa that accounted for the last 20 

percentiles of the read distribution (Lazypipe2 ‐‐ann sans ‐t20) (Table 3). Pruning of the 

least abundant taxa was done for all tools, except the Genome Detective, and had a posi‐

tive effect on accuracy. 

Table 2. Accessing accuracy of virus taxon retrieval by different tools. Compared tools are ordered 

by the descending F1‐score. *Evaluation of Genome Detective excluded three Human endogenous 

retroviruses  that may have been pre‐filtered with host‐reads. True, number of virus  taxa  in  the 

benchmark, TP, number of true positive predictions, FP, number of false positive predictions, FN, 

number of false negative predictions, Pr, precision, Rc, recall, F1, F1‐score. 

Tool  Rank  True  TP  FP  FN  Pr  Rc  F1 

Lazypipe2 ‐‐ann minimap  species  83  79  2  4  97.5%  95.2%  96.3% 

IDseq  species  83  77  4  6  95.1%  92.8%  93.9% 

GenomeDetectiveVirus*  species  80  75  5  5  93.8%  93.8%  93.8% 

Lazypipe2 ‐‐ann sans  species  83  74  13  9  85.1%  89.2%  87.1% 

Lazypipe1 ‐‐ann sans  species  83  73  13  10  84.9%  88.0%  86.4% 

Kraken2  species  83  75  18  8  80.6%  90.4%  85.2% 

Lazypipe2 ‐‐ann minimap  genus  48  47  0  1  100.0%  97.9%  98.9% 

IDseq  genus  48  46  0  2  100.0%  95.8%  97.9% 

GenomeDetectiveVirus*  genus  48  46  1  2  97.9%  95.8%  96.8% 

Kraken2  genus  48  46  1  2  97.9%  95.8%  96.8% 

Lazypipe2 ‐‐ann sans  genus  48  44  1  4  97.8%  91.7%  94.6% 

Lazypipe1 ‐‐ann sans  genus  48  42  1  6  97.7%  87.5%  92.3% 
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Table 3. Accessing accuracy of bacterial taxon retrieval by different tools. Compared tools are or‐

dered by the descending F1‐score. True, number of bacterial taxa in the benchmark, TP, number of 

true positive predictions, FP, number of  false positive predictions, FN, number of  false negative 

predictions, Pr, precision, Rc, recall, F1, F1‐score. 

Tool  Rank  True  TP  FP  FN  Pr  Rc  F1 

Lazypipe2 ‐‐ann sans ‐t20  species  71  64  12  7  84.2%  90.1%  87.1% 

Lazypipe2 ‐‐ann minimap  species  71  46  29  25  61.3%  64.8%  63.0% 

Lazypipe1 ‐‐ann sans  species  71  68  79  3  46.3%  95.8%  62.4% 

IDseq  species  71  42  24  29  63.6%  59.2%  61.3% 

Lazypipe2 ‐‐ann sans  species  71  70  109  1  39.1%  98.6%  56.0% 

Kraken2  species  71  37  62  34  37.4%  52.1%  43.5% 

Lazypipe2 ‐‐ann sans ‐t20  genus  44  41  4  3  91..1%  93.2%  92.1% 

Lazypipe1 ‐‐ann sans  genus  44  44  9  0  83.0%  100.0%  90.7% 

Lazypipe2 ‐‐ann minimap  genus  44  34  5  10  87.2%  77.3%  81.9% 

IDseq  genus  44  33  3  11  91.7%  75.0%  82.5% 

Lazypipe2 ‐‐ann sans  genus  44  44  18  0  71.0%  100.0%  83.0% 

Kraken2  genus  44  29  9  15  76.3%  65.9%  70.7% 

Lazypipe2 with minimap2 aligner demonstrated the best accuracy for virus calling 

with  recall  at  95.2%  and  precision  at  97.5%  (species‐level,  Table  2).  Lazypipe2 with 

SANSparallel aligner was the fourth best with recall at 89.2% and precision at 85.1% (Table 

2). 

Lazypipe2 with SANSparallel (Lazypipe2 ‐‐ann sans ‐t20) had the overall best accu‐

racy for bacterial calling (90.1% recall and 84.2% precision). Notably, the high precision 

was achieved by pruning the last 20 percentiles from the result list. This had a large effect 

by significantly decreasing the false positive bacterial predictions compared to the default 

pruning of 5 percentiles (Lazypipe ‐‐ann sans with 39.1% precision). Lazypipe2 with min‐

imap2 aligner was second best (64.8% recall and 61.3% precision) followed by Lazypipe1 

‐‐ann sans, IDseq, Lazypipe2 ‐‐ann sans and Kraken2. 

3.1.2. Classification Errors for Human Simulated Metagenome 

To gain a better understanding of errors in virus detection, these were examined in 

more detail. We focused on erroneous calls for eukaryotic viruses reported by Lazypipe2 

with SANSparallel and minimap2 aligners (Table 4). These represent annotations by se‐

quence homology of nucleotide (nt) contig sequences (minimap2) and amino acid (aa) se‐

quences in open reading frames (SANSparallel). We also refer to these as the nt‐ and the 

aa‐based annotations, respectively. 
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Table 4. Errors in virus detection from the human simulated metagenome. The table summarizes 

false‐positive (FP) and false‐negative (FN) errors (highlighted) reported by Lazypipe2 with sans and 

minimap2 annotation options. Error causes, represented by the fourth column, are explained in the 

text. The last column represents the part of the pipeline where the error occurred. 

Virus 
Lazypipe 

‐‐ann sans 

Lazypipe 

‐‐ann minimap2 
Error Cause  Pipeline Step 

Human endogenous retrovirus  FN  FN 
Reads filtered as host reads 

Preprocessing 

Human endogenous retrovirus W  FN  FN  Preprocessing 

Naples phlebovirus  FN  FN 
Contig (4187 nt) with high (100%) identity to Toscana 

phlebovirus 
DB search 

Mopeia Lassa virus reassortant 29  FN  FN 
Mis‐assembled contig (1551 nt) with high (99.9%)   

identity to Lassa virus 
Assembling 

Hepatitis B virus  FN  TP  orf prediction  orf prediction 

Uukuniemi uukuvirus  FN  TP  orf prediction  orf prediction 

Influenza A virus  FN  TP  orf prediction  orf prediction 

Mason‐Pfizer monkey virus  FN  TP  Low read count  Reporting 

Toscana phlebovirus  FP  FP  Contig (4187 nt) with high (100%) identity to FP  DB search 

Cowpox virus  FP  TN  orfs with high (100%) identity to FP  DB search 

Borna disease virus  FP  TN 
orfs (429nt, 606 nt and 1113 nt) with high (100%) iden‐

tity to FP 
DB search 

Central chimpanzee simian foamy virus    FP  TN 
orfs (668 nt and 696 nt) with high (96.0‐99.0%) identity 

to FP 
DB search 

Eastern chimpanzee simian foamy virus  FP  TN  orfs (180‐759 nt) with high (98.0‐100%) identity to FP  DB search 

African green monkey simian foamy virus  FP  TN  orf (753 nt) with high (81.1%) identity to FP  DB search 

Human bocavirus  FP  TN  orfs (441‐2016 nt) with high (100%) identity to FP  DB search 

Chimeric Tick‐borne encephalitis virus/ 

Dengue virus 4 
FP  TN  orf (6108 nt) with high (100%) identity to FP  DB search 

Phlebovirus SDYY104/China/2011 virus  FP  TN  orf (6258 nt) with high (100%) identity to FP  DB search 

SFTS phlebovirus  FP  TN  orf (738 nt) with high (100%) identity to FP  DB search 

Bocaparvovirus sp.    FP  TN  orf (1920 nt) with high (100%) identity to FP  DB search 

Coronavirus BtRs‐BetaCoV/YN2018D  FP  TN  orf (966 nt) with high (100%) identity to FP  DB search 

Uncultured human fecal virus  TN  FP  12 contigs (330‐586 nt) with high identity to FP  DB search 

Erroneous calls were due to a limited number of typical causes (Table 4). Detailed 

descriptions of all misclassification errors are available in File S2. Here we report the key 

points. 

For endogenous retroviruses, false‐negatives were caused by host‐genome filtering 

which, in most cases, also removed the retroviral reads. These errors can be avoided by 

turning host‐filtering off. 

For the aa‐based annotation, common false positive errors were due to homologs in 

the aa space (labelled as “orf with high identity to FP” in Table 4) and common false neg‐

ative errors were due to the failure to predict correct orfs (labelled as “orf prediction” in 

Table 4). Naturally, these errors did not occur in the nt‐based annotations. 

There were also cases of contigs having similar identity to both true and false posi‐

tives (labelled as “Contig with high identity to FP”). For example Naples phlebovirus (false 

negative) and Toscana Phlebovirus (false positive) were identical within the assembled re‐

gion. 

There was a single case of mis‐assembling two closely related viruses (Mopeia Lassa 

virus reassortant 29 and Lassa virus) as a single contig leading to a false negative error. 

3.1.3. Results for Canine Simulated Metagenome 

We benchmarked our pipeline on canine simulated metagenome with default op‐

tions and minimap2 annotation. Pipeline demonstrated 100% recall of virus species for all 

variants of the canine metagenome except the lowest 1X coverage version, for which there 

was a single false negative (Table 5). Pipeline called a single false positive virus prediction 

for all metagenome versions. For the dog5X‐ba5X‐vi1‐5X series, false positive was the un‐

cultured human  fecal virus  (UHFV,  taxid  239364). UHFV was  called with  15  contigs, 

which all originated from Bifidobacterium pseudocatenulatum assembly (GCF_022496265.1). 
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We hypothesize that this may represent an unclassified bacteriophage genome. For the 

dog5X‐ba.comp5X‐vi5X metagenome false positive was for the Human gammaherpesvirus 

4 (syn. Epstein‐Barr virus, EBV) with  just 18 reads. This originated from Corynebacterium 

amycolatum assembly (NZ_CP102778.1), which was added to RefSeq at a later time point 

(23 August 2022)  than  the compilation of our  reference database  (20  June 2022). There 

were fewer errors in virus recall from the canine metagenome compared to human meta‐

genome,  although  this  difference was minor. Additional  errors  for  the  human meta‐

genome were due to included retroviruses, misclassification of two closely related phlebo‐

viruses and mis‐assembly of Arenavirus and Mammarenavirus reads into the same contig. 

Table 5. Accessing Lazypipe2 ‐‐ann minimap accuracy on canine simulated metagenome. Here ba5X 

and ba.comp5X represent the canine bacterial genomes and canine complete bacterial genomes, re‐

spectively. True, number of ground truth taxa, TP, true positives, FP, false positives, FN, false neg‐

atives, Pr, precision, Rc, recall, F1, F1‐metric. 

Metagenome  Target taxa  TRUE  TP  FP  FN  Pr  Rc  F1 

dog5X‐ba.comp5X‐vi5X  Virus species  35  35  1  0  97.2%  100.0%  98.6% 

dog5X‐ba5X‐vi5X  Virus species  35  35  1  0  97.2%  100.0%  98.6% 

dog5X‐ba5X‐vi4X  Virus species  35  35  1  0  97.2%  100.0%  98.6% 

dog5X‐ba5X‐vi3X  Virus species  35  35  1  0  97.2%  100.0%  98.6% 

dog5X‐ba5X‐vi2X  Virus species  35  35  1  0  97.2%  100.0%  98.6% 

dog5X‐ba5X‐vi1X  Virus species  35  34  1  1  97.1%  97.1%  97.1% 

dog5X‐ba.comp5X‐vi5X  Bacterial species  53  40  9  13  81.6%  75.5%  78.4% 

dog5X‐ba.comp5X‐vi5X  Bacterial genera  32  31  1  1  96.9%  96.9%  96.9% 

dog5X‐ba5X‐vi5X  Bacterial species  159  96  82  63  53.9%  60.4%  57.0% 

dog5X‐ba5X‐vi5X  Bacterial genera  71  61  3  10  95.3%  85.9%  90.4% 

Similar to benchmarking on the human simulated metagenome, retrieval of bacterial 

taxa was evaluated, ignoring the least abundant taxa that accounted for the last 5 percen‐

tiles  of  read  distribution.  The  accuracy  for  bacteria was  comparable  to  human meta‐

genome results. Recall and precision for bacterial genera were relatively high: 85.9–96.9% 

and 95.3–96.9%, respectively (Table 5). 

3.2. Benchmarking Read Binning and Genome Coverage 

We evaluated read binning and genome coverage  from Lazypipe2  ‐‐ann minimap 

results for the canine simulated metagenome (dog5X‐ba5X‐vi5X). For each viral genome 

we compared read ids of the simulated reads and reads assigned by the pipeline. From 

these numbers, we estimated recall and precision for read taxonomic binning. For 64% of 

viral genomes, both recall and precision for read binning exceeded 99%, and for 85% of 

viral genomes these exceeded 80% (Table S1). 

We also estimated horizontal coverage of viral genomes by the resulting assemblies. 

The pipeline created assemblies for 37 out of 39 unique virus taxids in the benchmark. The 

exceptions were the three canine parvovirus genomes that were all assembled to a single 

genome. For these 37 genomes, the median coverage by the simulated reads and Lazypipe 

assemblies was 97.7% (96.7–98.8%) and 92.3% (86.7–95.8%), respectively (Figure 2). 
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Figure 2. Benchmarking read binning and genome coverage. The first two boxplots represent recall 

and precision of read taxonomic binning for viral genomes. The last two columns represent genome 

coverage by the simulated reads (Cov_ART5X) and by the Lazypipe assemblies (Cov_Lazy). 

3.3. Benchmarking Time Performance and Disk Footprint 

We compared the execution time of Lazypipe2 (with options ‐‐ann minimap and ‐‐

ann sans) to Lazypipe1 (with option –ann sans), Kraken2 and Genome Detective. Bench‐

marking was carried out with human simulated metagenome  [16] on Linux/Unix CPU 

supercluster with 32 cores each running at 2.1 GHz. Genome Detective Virus Tool was 

run via web interface v2.48 with default options and with host‐reads pre‐filtered. Real and 

CPU times for the compared tools are displayed in Table 6. The new version of the pipe‐

line was slightly slower than v1.0. This is mainly due to overhead introduced by fastq file 

compression. The main bottleneck was the database search. For both Lazypipe1 –ann sans 

and Lazypipe2 –ann sans, database search accounted for 70–71% of real execution time. 

Table 6. Benchmarking time performance. Real and CPU execution times for different tools with 

the human simulated metagenome. * For Genome Detective host reads were pre‐filtered. 

Tool  Real  CPU 

Kraken2  0:02:38  0:09:13 

Lazypipe1 ‐‐ann sans  1:18:02  6:43:42 

Lazypipe2 ‐‐ann sans  1:35:34  6:45:42 

Lazypipe2 ‐‐ann minimap  1:47:21  10:37:09 

Genome Detective*  2:01:49  NA 

The reduction of disk footprint for the human simulated metagenome analysis with 

Lazypipe2 versus Lazypipe1 was approximately two‐fold. 

4. Discussion 

Metagenomic analysis pipelines are vital for global pathogen detection and monitor‐

ing. Here, we presented Lazypipe2, an updated version of our mNGS pipeline with sig‐

nificant improvements in code ability, transparency and support for new software com‐

ponents. The previous version, Lazypipe, and now Lazypipe2 have been used, contrib‐

uting to virus discovery and demonstrating its potential for unbiased NGS‐based studies 

[23–27]. 
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Benchmarking on simulated metagenomes demonstrated that assembling and taxo‐

nomic binning of contigs with minimap2 against a subset of NCBI nt is a highly accurate 

strategy for calling known viruses. For the human simulated metagenome Lazypipe2 ‐‐

ann minimap achieved 95.2% recall and 97.5% precision for viral species. For the canine 

simulated metagenome Lazypipe2, ‐‐ann minimap had 100% recall and 97.2% precision. 

Notably, this high accuracy was sustained even with a heavy host and bacterial sequence 

background with viral reads spiked at just 1X coverage and constituting just 0.004% of the 

total NGS library. Additionally, we demonstrated that viral genomes assembled from vi‐

ral reads spiked at 5X had good horizontal coverage (median at 92%). In addiction, recov‐

ery of the spiked reads for viral genomes was highly accurate (precision and recall exceed‐

ing 99%) for two thirds of viral genomes and at high level (>80%) for 85% of viral genomes 

spiked at 5X. 

Annotating with SANSparallel (a homology search for aa sequences) had a slightly 

lower performance  for calling known viruses from  the human simulated metagenome. 

On this benchmark, Lazypipe2 ‐‐ann sans showed 89.2% recall and 85.1% precision for 

viral species. For annotations based on aa sequences, most errors were failures to identify 

measurable orfs and misalignments of orfs  to false positives. For nt‐based annotations, 

misalignment to false positives were limited to just two cases, one due to mis‐assembly 

and one due to identical genomic regions in closely related viruses. These observations 

support the choice of nt‐based annotations for known viral targets with low divergence 

from reference sequences. Possible scenarios for applying nt‐based annotations include 

surveillance of a  list of known pathogens  from various samples and diagnostics or re‐

search targeting known viruses with clinical samples. 

Annotations based on aa sequences have higher sensitivity for viruses with higher 

divergence from the reference [2,17,21]. We must also consider that current reference da‐

tabases are estimated to represent only a fraction of viral diversity [41]. These points ad‐

vocate in favor of homology search with aa sequences when looking for novel and diver‐

gent viruses. However, there  is a trade‐off between finding potential new viruses with 

relatively  low  aa  identity  and misclassification of host,  environmental or bacterial  se‐

quences as potential viruses. 

Identification of known viruses with Lazypipe2 ‐‐ann minimap approached perfect 

accuracy in detecting viruses from simulated metagenomes. The remaining errors were 

caused by filtering of endogenous retroviruses with the host reads and close homologs 

that were identical within the assembled region. Correct identification of endogenous ret‐

roviruses prior to host filtering is an important goal for future development. This study 

also left out benchmarking on real datasets, although we expect the performance to be at 

least at the level of Lazypipe1 (tested on a mock‐virome dataset). 

Another important goal for future development is improving the detection of diver‐

gent novel viruses. This can be approached in several ways, for example, by integrating 

well established and highly sensitive  techniques based on Hidden Markov Models  for 

detecting protein homologs (e.g., HMMER [42]). Similar ideas have been implemented in 

other mNGS pipelines [21]. Higher sensitivity will pose challenges such as higher number 

of  false positives and  the nontrivial  task of evaluating performance. Benchmarking  the 

detection of novel divergent viruses is difficult to formulate, although some efforts have 

been made using methods for simulated evolution [2,21]. 

Most of the currently existing mNGS pipelines only support short‐read sequencing 

platforms but we are planning to work further on Lazypipe2 to support long‐read plat‐

forms (e.g., Oxford Nanopore Technologies, which is becoming highly popular for path‐

ogen  surveillance due  to  its portability  and  cost  effectiveness)  and make  it more user 

friendly by developing a web  interface  for  fairly  self‐explanatory  results  in Hypertext 

Markup Language. This will help scientists and clinicians with minimum bioinformatics 

skills to analyze their samples and gain insight from mNGS datasets for both known and 

novel pathogens. 



Viruses 2023, 15, 431  12 of 14 
 

 

Supplementary  Materials:  The  following  supporting  information  can  be  downloaded  at: 

https://www.mdpi.com/article/10.3390/v15020431/s1, File S1: Accession ids and other information 

for virus and bacterial genomes included in the canine simulated metagenome; File S2: Misclassifi‐

cation errors by Lazypipe2 ‐‐ann minimap and ‐‐ann sans for human simulated metagenome; Table 

S1: Results for viral read binning and genome coverage for canine simulated metagenome. 

Author Contributions: Conceptualization of the project: R.K., T.S. (Teemu Smura) and O.V.; Con‐

ceptualization of the pipeline: I.P.; Implementation, updates and code distribution: I.P.; Reference 

Database Curation:  I.P.;  Benchmarking:  I.P.;  Testing  and Reporting:  I.P., R.K.  and  T.S.  (Teemu 

Smura); Writing—Original Draft Preparation: I.P., R.K. and T.S. (Teemu Smura); Writing—Review 

& Editing: O.V., R.K., T.S. (Teemu Smura) and T.S. (Tarja Sironen); Supervision of the study: R.K., 

T.S. (Teemu Smura) and O.V.; Funding Acquisition: O.V. and T.S. (Tarja Sironen) All authors have 

read and agreed to the published version of the manuscript. 

Funding: This  research was  funded by  the Academy of Finland  (grant number 351040,  336490, 
339510), VEO—European Union’s Horizon 2020 (grant number 874735), Finnish Institute for Health 

and Welfare,  the  Jane  and  Aatos  Erkko  Foundation,  and Helsinki  University Hospital  Funds 

(TYH2021343). Funding bodies were not directly involved in designing or implementing research 

described in this manuscript. 

Data Availability Statement: Lazypipe2 user manual,  reference databases  and  source  code  are 

available  at  https://bitbucket.org/plyusnin/lazypipe/  and  https://www.helsinki.fi/en/projects/la‐

zypipe.  Canine  simulated  metagenome  presented  in  this  study  is  available  at  Zenodo 

(https://doi.org/10.5281/zenodo.7471995, Creative Commons Attribution 4.0 International License). 

Acknowledgments: The authors wish  to acknowledge CSC—IT Center  for Science, Finland,  for 

computational resources.   

Open access funding provided by University of Helsinki. 

Conflicts of Interest: The authors have no conflict of interest to declare. 

References 

1. Mokili, J.L.; Rohwer, F.; Dutilh, B.E. Metagenomics and Future Perspectives in Virus Discovery. Curr. Opin. Virol. 2012, 2, 63–

77. https://doi.org/10.1016/j.coviro.2011.12.004. 

2. Kalantar, K.L.; Carvalho, T.; de Bourcy, C.F.A.; Dimitrov, B.; Dingle, G.; Egger, R.; Han, J.; Holmes, O.B.; Juan, Y.‐F.; King, R.; et 

al. IDseq‐An Open Source Cloud‐Based Pipeline and Analysis Service for Metagenomic Pathogen Detection and Monitoring. 

Gigascience 2020, 9, giaa111. https://doi.org/10.1093/gigascience/giaa111. 

3. Wagner, D.D.; Marine, R.L.; Ramos, E.; Ng, T.F.F.; Castro, C.J.; Okomo‐Adhiambo, M.; Harvey, K.; Doho, G.; Kelly, R.; Jain, Y.; 

et al. VPipe: An Automated Bioinformatics Platform for Assembly and Management of Viral Next‐Generation Sequencing Data. 

Microbiol. Spectr. 2022, 10, e0256421. https://doi.org/10.1128/spectrum.02564‐21. 

4. Smits, S.L.; Bodewes, R.; Ruiz‐González, A.; Baumgärtner, W.; Koopmans, M.P.; Osterhaus, A.D.M.E.; Schürch, A.C. Recovering 

Full‐Length Viral Genomes from Metagenomes. Front. Microbiol. 2015, 6, 1069. https://doi.org/10.3389/fmicb.2015.01069. 

5. Graf, E.H.; Simmon, K.E.; Tardif, K.D.; Hymas, W.; Flygare, S.; Eilbeck, K.; Yandell, M.; Schlaberg, R. Unbiased Detection of 

Respiratory Viruses by Use of RNA Sequencing‐Based Metagenomics: A Systematic Comparison to a Commercial PCR Panel. 

J. Clin. Microbiol. 2016, 54, 1000–1007. https://doi.org/10.1128/JCM.03060‐15. 

6. Pallen, M.J. Diagnostic Metagenomics: Potential Applications to Bacterial, Viral and Parasitic Infections. Parasitology 2014, 141, 

1856–1862. https://doi.org/10.1017/S0031182014000134. 

7. de Vries, J.J.C.; Brown, J.R.; Fischer, N.; Sidorov, I.A.; Morfopoulou, S.; Huang, J.; Munnink, B.B.O.; Sayiner, A.; Bulgurcu, A.; 

Rodriguez, C.; et al. Benchmark of Thirteen Bioinformatic Pipelines for Metagenomic Virus Diagnostics Using Datasets from 

Clinical Samples. J. Clin. Virol. 2021, 141, 104908. https://doi.org/10.1016/j.jcv.2021.104908. 

8. Lorenzi, H.A.; Hoover,  J.;  Inman,  J.; Safford, T.; Murphy, S.; Kagan, L.; Williamson, S.J. TheViral MetaGenome Annotation 

Pipeline(VMGAP):An Automated Tool for the Functional Annotation of Viral Metagenomic Shotgun Sequencing Data. Stand. 

Genomic Sci. 2011, 4, 418–429. https://doi.org/10.4056/sigs.1694706. 

9. Kostic, A.D.; Ojesina, A.I.; Pedamallu, C.S.; Jung, J.; Verhaak, R.G.W.; Getz, G.; Meyerson, M. PathSeq: Software to Identify or 

Discover Microbes by Deep Sequencing of Human Tissue. Nat. Biotechnol. 2011, 29, 393–396. https://doi.org/10.1038/nbt.1868. 

10. Wommack, K.E.; Bhavsar, J.; Polson, S.W.; Chen, J.; Dumas, M.; Srinivasiah, S.; Furman, M.; Jamindar, S.; Nasko, D.J. VIROME: 

A  Standard  Operating  Procedure  for  Analysis  of  Viral  Metagenome  Sequences.  Stand.  Genomic  Sci.  2012,  6,  427–439. 

https://doi.org/10.4056/sigs.2945050. 

11. Naeem, R.; Rashid, M.; Pain, A. READSCAN: A Fast and Scalable Pathogen Discovery Program with Accurate Genome Relative 

Abundance Estimation. Bioinformatics 2013, 29, 391–392. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bts684. 



Viruses 2023, 15, 431  13 of 14 
 

 

12. Wang, Q.; Jia, P.; Zhao, Z. VirusFinder: Software for Efficient and Accurate Detection of Viruses and Their Integration Sites in 

Host  Genomes  through  next  Generation  Sequencing  Data.  PLoS  ONE  2013,  8,  e64465.  https://doi.org/10.1371/jour‐

nal.pone.0064465. 

13. Naccache, S.N.; Federman, S.; Veeraraghavan, N.; Zaharia, M.; Lee, D.; Samayoa, E.; Bouquet, J.; Greninger, A.L.; Luk, K.‐C.; 

Enge, B.; et al. A Cloud‐Compatible Bioinformatics Pipeline for Ultrarapid Pathogen Identification from next‐Generation Se‐

quencing of Clinical Samples. Genome Res. 2014, 24, 1180–1192. https://doi.org/10.1101/gr.171934.113. 

14. Roux, S.; Tournayre, J.; Mahul, A.; Debroas, D.; Enault, F. Metavir 2: New Tools for Viral Metagenome Comparison and Assem‐

bled Virome Analysis. BMC Bioinform. 2014, 15, 76. https://doi.org/10.1186/1471‐2105‐15‐76. 

15. Li, Y.; Wang, H.; Nie, K.; Zhang, C.; Zhang, Y.; Wang, J.; Niu, P.; Ma, X. VIP: An Integrated Pipeline for Metagenomics of Virus 

Identification and Discovery. Sci. Rep. 2016, 6, 23774. https://doi.org/10.1038/srep23774. 

16. Fosso, B.; Santamaria, M.; D’Antonio, M.; Lovero, D.; Corrado, G.; Vizza, E.; Passaro, N.; Garbuglia, A.; Capobianchi, M.; 

Crescenzi, M.; et al. MetaShot: An Accurate Workflow for Taxon Classification of Host‐Associated Microbiome from Shotgun 

Metagenomic Data. Bioinformatics 2017, 33, 1730–1732. 

17. Zhao, G.; Wu, G.; Lim, E.S.; Droit, L.; Krishnamurthy, S.; Barouch, D.H.; Virgin, H.W.; Wang, D. VirusSeeker, a Computational 

Pipeline  for  Virus  Discovery  and  Virome  Composition  Analysis.  Virology  2017,  503,  21–30.  https://doi.org/10.1016/j.vi‐

rol.2017.01.005. 

18. Bhuvaneshwar, K.; Song, L.; Madhavan, S.; Gusev, Y. ViGEN: An Open Source Pipeline for the Detection and Quantification of 

Viral RNA in Human Tumors. Front. Microbiol. 2018, 9, 1172. https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.01172. 

19. Vilsker, M.; Moosa, Y.; Nooij,  S.;  Fonseca, V.; Ghysens, Y.; Dumon, K.; Pauwels, R.; Alcantara, L.C.; Vanden Eynden, E.; 

Vandamme, A.‐M.; et al. Genome Detective: An Automated System for Virus Identification from High‐Throughput Sequencing 

Data. Bioinformatics 2019, 35, 871–873. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bty695. 

20. Wood,  D.E.;  Lu,  J.;  Langmead,  B.  Improved  Metagenomic  Analysis  with  Kraken  2.  Genome  Biol.  2019,  20,  257. 

https://doi.org/10.1186/s13059‐019‐1891‐0. 

21. Pérot, P.; Bigot, T.; Temmam, S.; Regnault, B.; Eloit, M. Microseek: A Protein‐Based Metagenomic Pipeline for Virus Diagnostic 

and Discovery. Viruses 2022, 14, 1990. https://doi.org/10.3390/v14091990. 

22. Plyusnin, I.; Kant, R.; Jääskeläinen, A.J.; Sironen, T.; Holm, L.; Vapalahti, O.; Smura, T. Novel NGS Pipeline for Virus Discovery 

from a Wide Spectrum of Hosts and Sample Types. Virus Evol. 2020, 6, veaa091. 

23. Kuivanen, S.; Levanov, L.; Kareinen, L.; Sironen, T.; Jääskeläinen, A.J.; Plyusnin, I.; Zakham, F.; Emmerich, P.; Schmidt‐Chanasit, 

J.; Hepojoki, J.; et al. Detection of Novel Tick‐Borne Pathogen, Alongshan Virus, in Ixodes Ricinus Ticks, South‐Eastern Finland, 

2019. Eurosurveillance 2019, 24, 1900394. https://doi.org/10.2807/1560‐7917.ES.2019.24.27.1900394. 

24. Zakham, F.; Albalawi, A.E.; Alanazi, A.D.; Truong Nguyen, P.; Alouffi, A.S.; Alaoui, A.; Sironen, T.; Smura, T.; Vapalahti, O. 

Viral RNA Metagenomics of Hyalomma Ticks Collected from Dromedary Camels in Makkah Province, Saudi Arabia. Viruses 

2021, 13, 1396. https://doi.org/10.3390/v13071396. 

25. Truong Nguyen, P.T.; Culverwell, C.L.; Suvanto, M.T.; Korhonen, E.M.; Uusitalo, R.; Vapalahti, O.; Smura, T.; Huhtamo, E. 

Characterisation  of  the  RNA  Virome  of  Nine  Ochlerotatus  Species  in  Finland.  Viruses  2022,  14,  1489. 

https://doi.org/10.3390/v14071489. 

26. Virtanen, J.; Zalewski, A.; Kołodziej‐Sobocińska, M.; Brzeziński, M.; Smura, T.; Sironen, T. Diversity and Transmission of Aleu‐

tian  Mink  Disease  Virus  in  Feral  and  Farmed  American  Mink  and  Native  Mustelids.  Virus  Evol.  2021,  7,  veab075. 

https://doi.org/10.1093/ve/veab075. 

27. Forbes, K.M.; Webala, P.W.; Jääskeläinen, A.J.; Abdurahman, S.; Ogola, J.; Masika, M.M.; Kivistö, I.; Alburkat, H.; Plyusnin, I.; 

Levanov,  L.;  et  al.  Bombali  Virus  in  Mops  Condylurus  Bat,  Kenya.  Emerg.  Infect.  Dis.  2019,  25,  955–957. 

https://doi.org/10.3201/eid2505.181666. 

28. Prjibelski, A.; Antipov, D.; Meleshko, D.; Lapidus, A.; Korobeynikov, A. Using SPAdes De Novo Assembler. Curr. Protoc. Bio‐

inform. 2020, 70, e102. https://doi.org/10.1002/cpbi.102. 

29. Li, H. Minimap2: Pairwise Alignment for Nucleotide Sequences. Bioinformatics 2018, 34, 3094–3100. https://doi.org/10.1093/bio‐

informatics/bty191. 

30. BLAST: Basic Local Alignment Search Tool. Available online: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ (accessed on 31 October 2022). 

31. Mölder, F.; Jablonski, K.P.; Letcher, B.; Hall, M.B.; Tomkins‐Tinch, C.H.; Sochat, V.; Forster, J.; Lee, S.; Twardziok, S.O.; Kanitz, 

A.; et al. Sustainable Data Analysis with Snakemake. F1000Res 2021, 10, 33. https://doi.org/10.12688/f1000research.29032.2. 

32. Shen, W.; Le, S.; Li, Y.; Hu, F. SeqKit: A Cross‐Platform and Ultrafast Toolkit for FASTA/Q File Manipulation. PLoS ONE 2016, 

11, e0163962. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0163962. 

33. Shen,  W.;  Ren,  H.  TaxonKit:  A  Practical  and  Efficient  NCBI  Taxonomy  Toolkit.  J.  Genet.  Genomics  2021,  48,  844–850. 

https://doi.org/10.1016/j.jgg.2021.03.006. 

34. Csvtk ‐ CSV/TSV Toolkit Available online: https://bioinf.shenwei.me/csvtk/ (accessed on 2 February 2023). 

35. Somervuo, P.; Holm, L. SANSparallel: Interactive Homology Search against Uniprot. Nucleic Acids Res. 2015, 43, W24–W29. 

36. Törönen,  P.;  Holm,  L.  PANNZER‐A  Practical  Tool  for  Protein  Function  Prediction.  Protein.  Sci.  2022,  31,  118–128. 

https://doi.org/10.1002/pro.4193. 



Viruses 2023, 15, 431  14 of 14 
 

 

37. Sutton, T.D.S.; Clooney, A.G.; Ryan, F.J.; Ross, R.P.; Hill, C. Choice of Assembly Software Has a Critical  Impact on Virome 

Characterisation. Microbiome 2019, 7, 12. https://doi.org/10.1186/s40168‐019‐0626‐5. 

38. Roux, S.; Emerson, J.B.; Eloe‐Fadrosh, E.A.; Sullivan, M.B. Benchmarking Viromics: An in Silico Evaluation of Metagenome‐

Enabled Estimates of Viral Community Composition and Diversity. PeerJ 2017, 5, e3817. https://doi.org/10.7717/peerj.3817. 

39. Mihara, T.; Nishimura, Y.; Shimizu, Y.; Nishiyama, H.; Yoshikawa, G.; Uehara, H.; Hingamp, P.; Goto, S.; Ogata, H. Linking 

Virus Genomes with Host Taxonomy. Viruses 2016, 8, 66. https://doi.org/10.3390/v8030066. 

40. Huang, W.; Li, L.; Myers, J.R.; Marth, G.T. ART: A next‐Generation Sequencing Read Simulator. Bioinformatics 2011, 28, 593–

594. 

41. Geoghegan,  J.L.;  Holmes,  E.C.  Predicting  Virus  Emergence  amid  Evolutionary  Noise.  Open  Biol.  2017,  7,  170189. 

https://doi.org/10.1098/rsob.170189. 

42. Eddy,  S.R.  Accelerated  Profile  HMM  Searches.  PLoS  Comput.  Biol.  2011,  7,  e1002195.  https://doi.org/10.1371/jour‐

nal.pcbi.1002195. 

Disclaimer/Publisher’s Note: The statements, opinions and data contained in all publications are solely those of the individual au‐

thor(s) and contributor(s) and not of MDPI and/or the editor(s). MDPI and/or the editor(s) disclaim responsibility for any injury to 

people or property resulting from any ideas, methods, instructions or products referred to in the content. 

 


