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Einleitung
Die Symptome von AIDS (Acquired Immunodeficiency 
Syndrome, erworbenes Immunschwächesyndrom) wurden 
erstmals 1981 beschrieben und in den folgenden Jahren 
auf eine Infektion mit dem Humanen Immundefizienz-
Virus vom Typ 1 und 2 (HIV-1 und HIV-2) zurückgeführt.1–4 
Die HIV-Pandemie hatte bislang weltweit mehr als 
88 Millionen HIV-Infektionen bei Menschen zur Folge, von 
denen mehr als 42 Millionen tödlich verliefen.5 Allein im 
Jahr 2023 wurden ca. 1,3 Millionen Neuinfektionen und 
630.000 Todesfälle gemeldet.6

Fortschritte bei der Krankheitsprävention und der 
Entwicklung wirksamer antiretroviraler Therapien haben 
die HIV-Pandemie weitgehend zu einer behandelbaren 
chronischen Erkrankung gemacht sowie das Risiko einer 
HIV-Übertragung und des Fortschreitens der Erkrankung 
zu AIDS deutlich reduziert.7–9 Allerdings zeigt sich an 
der anhaltenden HIV-Übertragung in gefährdeten 
Populationen weltweit, dass die HIV-Surveillance nach 
wie vor erforderlich ist.8 Die molekulare Surveillance 
mithilfe von NGS (Next-Generation Sequencing, 
Sequenzierung der nächsten Generation) ermöglicht den 
Nachweis von gegenüber antiretroviralen Wirkstoffen 
resistenten Varianten, die Verfolgung der HIV-Übertragung 
(einschließlich der von wirkstoffresistenten HI-Viren), 
den Nachweis mit HIV-Tropismus assoziierten Varianten 
und die Nachverfolgung der Virusentwicklung im 
Wirt.10, 11 Insbesondere Mutationen im HIV-Gen pol 
können eine Resistenz gegenüber Proteaseinhibitoren 
(PI), Nukleosid-Reverse-Transkriptase-Inhibitoren 
(NRTIs), nichtnukleosidischen Reverse-Transkriptase-
Inhibitoren (NNRTIs) und Integrase-Strangtransfer-
Inhibitoren (INSTIs) bewirken.12 Daher ist das HIV-Gen 
pol ein wichtiges Ziel für den genotypischen Nachweis 
antiretroviraler Wirkstoffresistenz.

Der vorliegende Anwendungshinweise zeigt den Nachweis 
und die Charakterisierung von HIV in HIV-positivem 
Blutplasma und für Forschungszwecke erstellten Proben 
unter Verwendung eines NGS-Workflows, der die Illumina-
Bibliotheksvorbereitung, die Sequenzierung auf der 
MiSeq i100 Series und die DRAGEN-Sekundäranalyse 
umfasst (Abbildung 1). 

Methoden

Proben

Die HIV-positiven Plasmaproben wurden von BIOFLUIDS.com 
 bezogen. Die RNA-Extraktion erfolgte mit dem QIAamp 
Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Katalog-Nr. 52904), wobei 
das Mini-Spin-Verfahren unter Auslassung der Zugabe 
von Träger-RNA zu Buffer AVL zur Anwendung kam.* 
Bei den für Forschungszwecke erstellten Proben für 
Tests kam gereinigte RNA zum Einsatz, die aus Viren 
extrahiert wurde, die in von SeraCare bereitgestellten 
peripheren mononukleären Blutzellen (PBMCs, Peripheral 
Blood Mononuclear Cells) vermehrt wurden (Tabelle 1). 
Kontrollproben mit vier prävalenten HIV-1-Subtypen 
wurden per Spike-in in 10 ng Human Universal Reference 
RNA (UHRR) gegeben, woraus sich eine Gesamtzugabe 
von 690 Viruskopien/μl für Illumina Microbial Amplicon 
Prep und 1.176 Viruskopien/μl für Illumina RNA Prep with 
Enrichment mit dem Viral Surveillance Panel v2 ergibt, 
anhand derer sich die Performance bei unterschiedlichen 
HIV-1-Subtypen der Gruppe M beurteilen lässt (Tabelle 1).13

*	Voraussetzung für gute Performance ist die ausreichende Zugabe viraler 
Nukleinsäure. Ergänzungen der Extraktionsmethode wie die Zentrifugation 
mit Saccharose (Dichtegradient) oder die Zugabe von Träger-RNA können 
die Sensitivität erhöhen, insbesondere bei Proben mit niedrigem Titer.14

Abbildung 1: Umfassender NGS-Workflow für die HIV-Surveillance
Die Kombination der Illumina-Bibliotheksvorbereitung auf Basis eines amplikonbasierten oder Target-Anreicherungsverfahrens mit der 
Sequenzierung auf der MiSeq i100 Series und der DRAGEN-Sekundäranalyse ermöglicht die genaue Genomcharakterisierung von HIV.
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Bibliotheksvorbereitung

Die gezielte Sequenzierung von HIV wurde per Amplikon-
Sequenzierung mit Illumina Microbial Amplicon Prep 
(Illumina, Katalog-Nr. 20097857) und per Target-
Anreicherung mit Illumina RNA Prep with Enrichment 
mit dem Viral Surveillance Panel v2 (Illumina, Katalog-
Nr. 20108081) durchgeführt. 

Amplikon-Sequenzierung
Für Illumina Microbial Amplicon Prep wurden von 
Integrated DNA Technologies (IDT) anwendungs
spezifische Primer bezogen, einschließlich zuvor 
veröffentlichter Primer15 und ergänzender Primer, die 
von Illumina-Wissenschaftlern zur Gewährleistung der 
Amplifikation des HIV-Gens pol für mehrere HIV-1-
Subtypen entwickelt wurden. Die Primer wurden auf 10 μM 
pro Pool verdünnt (Tabelle 2). Da sich die Positionen der 
auf das Gen pol abzielenden Amplikons relativ zum HIV-
1-Genom überlappen, wurden Primer in zwei separaten 
Röhrchen gepoolt und in zwei unabhängigen Reaktionen 
für die Amplikon-PCR (Polymerase Chain Reaction, 
Polymerase-Kettenreaktion) verwendet. Dieser Ansatz 
ist erforderlich, um die Bildung kleiner Amplikons zu 
verhindern, und ermöglicht Amplikonschemata, die jenen 
von ARTIC entsprechen16 (Abbildung 2).

Tabelle 1: Gereinigte RNAs für Subtypkontrollproben

SeraCare-Produktname Material-
Nr. Isolat-ID

HIV-1 Purified RNA subtype C 0400-0079 DJ259

HIV-1 Purified RNA subtype B 0400-0078 US1

HIV-1 Purified RNA subtype 
CRF01-AE 0400-0084 POC30506

HIV-1 Purified RNA subtype 
CRF02-AG 0400-0076 POC44951

Tabelle 2: Anwendungsspezifische Primer zur 
Amplifikation von HIV-1 mit Illumina Microbial 
Amplicon Prep

Primer-
Name Primersequenz 5′–3′

P1-F v2 AAGGGYTGYTGGAAATGYGG

P1-R v2 CTGTADTTCTGCTAYTAAMTTTTTGATGG

P1-F TTGGAAATGTGGAAAGGAAGGAC

P1-R CTGTATTTCTGCTATTAAGTCTTTTGATGGG

P5-F GGAATCATTCAAGCACAACCAGA

P5-F v2 TATGCAYTAGGAATYATTCARGCACA

P5-R TCTCCTGTATGCAGACCCCAATAT

P5-R v2 TCTCCTGTATGCAGACCCCAATATG

Primer-
Name Primersequenz 5′–3′

YL1 AGAACCYCCATTCCTTYGGATGGG

YL1 v2 AAGCATCAAAAGGAACCTCCCTT

YL4 CCTTTGTGTGCTGGTACCCATG

YL4 v2 CCACATGGACAGCAACTATTATG

Die von Illumina-Wissenschaftlern zur Steigerung der taxonomischen 
Coverage entwickelten ergänzenden Primer werden im Namen mit 
„v2“ gekennzeichnet (von Integrated DNA Technologies bereitgestellt).

Abbildung 2: Illumina Microbial Amplicon Prep-Primerdesign für das HIV-1–Gen pol
Primer für p1- sowie p5-Amplikons (grün) wurden in einer PCR-Reaktion und Primer für das YL1-YL4-Amplikon (gelb) wurden in einer 
zweiten PCR-Reaktion verwendet, um die Coverage des Gens pol (schwarz) zu gewährleisten.
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Sequenzierungsfertige Bibliotheken wurden mit dem 
geringfügig abgeänderten Illumina Microbial Amplicon 
Prep-Protokoll vorbereitet, einschließlich der Verringerung 
der Random-Hexamer-Zugabe (2,5 μl statt 8,5 μl), der 
RNA-Zugabe (14,5 μl statt 8,5 μl) sowie des Amplikon-
Zugabevolumens für die Tagmentierungsreaktion  
(10 μl aus p1- und p5-Amplifikationsreaktionen, 5 μl aus der 
YL1-YL4-Amplifikationsreaktion und 5 μl aus DEPC H20).

Target-Anreicherung
Illumina RNA Prep with Enrichment mit dem Viral 
Surveillance Panel v2 zielt auf das gesamte 
HIV-1- bzw. HIV-2-Genom ab und ermöglicht die 
Genomsequenzierung (WGS, Whole-Genome 
Sequencing) bei HIV und ca. 200 zusätzlichen Viren. 
Sequenzierungsfertige Bibliotheken wurden gemäß dem 
Herstellerprotokoll vorbereitet.

Sequenzierung

Die vorbereiteten Bibliotheken wurden auf dem MiSeq 
i100 Plus System mit einer 25M-Fließzelle und einer 
Laufkonfiguration von 2 × 150 bp sequenziert.

Datenanalyse

Nach Abschluss der Sequenzierung wurden die Daten 
mithilfe der FASTQ Toolkit App auf 0,5 Mio. Cluster/1 Mio. 
Paired-End(PE)-Reads bzw. 1 Mio. Cluster/2 Mio. 
PE-Reads für Illumina Microbial Amplicon Prep und Illumina 
RNA Prep with Enrichment mit dem Viral Surveillance 
Panel v2 normalisiert. Normalisierte Daten wurden mit 
den Apps DRAGEN Microbial Amplicon und DRAGEN 
Microbial Enrichment Plus in der Cloud in BaseSpace™ 
Sequence Hub analysiert. Diese Apps sind auch auf dem 
MiSeq i100 Plus System verfügbar. Informationen zu 
Wirkstoffresistenzen wurden durch Eingabe normalisierter 
FASTQs in die öffentlich verfügbare Stanford-Datenbank 
gewonnen.17

Die DRAGEN Microbial Enrichment Plus App führt 
eine referenzgesteuerte Assemblierung durch. 
Daher sind das richtige Panel und der zugehörige Satz 
von Genomreferenzsequenzen zu Viren erforderlich, 
auf die das Panel abzielt. Daher muss das Viral Surveillance 
Panel v2 in der App aus dem Drop-down-Menü des 
Anreicherungspanels ausgewählt werden. Trotz des 
großen und vielfältigen Satzes an HIV-1-Referenzgenomen, 
die im ausgewählten Anwendungsworkflow für den 
Nachweis und das Alignment verwendet werden, ist es 
möglich, dass ein repräsentativeres Referenzgenom für 
eine bestimmte Probe verfügbar und für die Analyse 
geeigneter ist. Daher wurde ein iterativer Ansatz gewählt, 
bei dem entweder der DRAGEN Microbial Enrichment Plus- 
oder der DRAGEN Microbial Amplicon-Workflow erneut 
ausgeführt wurden (Abbildung 3).

Abbildung 3: Iterativer Analyseworkflow von DRAGEN Microbial Enrichment Plus/DRAGEN Microbial Amplicon
Zusätzlich zu den Coverage-Metriken werden das Varianten-Calling und die Konsenssequenzgenerierung ebenfalls als Ausgabe  
für die Workflows DRAGEN Microbial Amplicon (DMA) und DRAGEN Microbial Enrichment Plus (DME plus) verwendet.
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Ergebnisse

Coverage des HIV-1-Gens pol mit Illumina 
Microbial Amplicon Prep

Die Analyse der anhand von Blutplasmaproben gewonnenen 
Illumina Microbial Amplicon Prep-Sequenzierungsdaten 
mit der DRAGEN Microbial Enrichment Plus App lieferte 
den Nachweis von HIV-1 und eine FASTA-Konsensdatei 
für HIV-1, die anschließend für die BLAST-Analyse 
verwendet wurde, bei der eine FASTA-Datei mit 
repräsentativer Akzession generiert wurde. Zum Erhalt von 
für das Gen pol spezifischen Metriken wurde die HIV-1-
Genomsequenz mithilfe des Gene Cutter-Tools aus der 
Los Alamos National Laboratory HIV Sequence Database 
ausschließlich auf die Region des Gens pol geparst. Das 
Alignment der Ausgabe für pol auf eine Referenzsequenz 
mit der DRAGEN Microbial Amplicon App zeigte eine 
Coverage von 100 % des Gens pol (Abbildung 4).

Bei für Forschungszecke erstellten Proben konnte die 
DRAGEN Microbial Enrichment Plus-Analyse HIV-1 in allen 
technischen Replikaten der Illumina Microbial Amplicon 
Prep-Bibliothek nachweisen. Für alle Proben wurde 
eine erneute Analyse mit DRAGEN Microbial Amplicon 
unter Verwendung des iterativen Analyseworkflows 
durchgeführt. Die DRAGEN Microbial Amplicon-Analyse 
zeigt bei allen für Forschungszwecke erstellen Proben 
eine vollständige Coverage des Gens pol (Abbildung 5).

Abbildung 4: Coverage der pol-Region des HIV-1-Genoms mit Illumina Microbial Amplicon Prep
Plot der Genom-Coverage für eine repräsentative Plasmaprobe, die mit der DRAGEN Microbial Enrichment Plus App analysiert wurde.  
Die Ergebnisse zeigen eine vollständige Coverage (100 %) des Gens pol.
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ausgewählte Primer-Pool HIV-1-Stämme amplifiziert, 
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Coverage des HIV-1-Genoms mit Illumina 
RNA Prep with Enrichment

Die DRAGEN Microbial Enrichment Plus-Analyse lieferte 
bei bestimmten nicht angereicherten und allen mit dem 
Viral Surveillance Panel v2 angereicherten Bibliotheken 
mit unterschiedlicher Viruskopienzugabe den Nachweis 
von HIV-1 (Abbildung 6). Die Erstanalyse mit DRAGEN 
Microbial Enrichment Plus lieferte Coverage-Plots für 
Proben, in denen HIV-1 nachgewiesen wurde. Bei einer 
repräsentativen Plasmaprobe betrug die Coverage 
95,27 % des HIV-1-Genoms (≥ 1-fache Tiefe) mit einer 
medianen Tiefe von 757,5-fach und 114.150 alignierten 
Reads (Abbildung 7A). Die Konsensgenomsequenz 
aus dieser Analyse wurde mithilfe von BLAST und der 
Nucleotide-Datenbank analysiert. Das HIV-1-Genom mit 
dem höchsten Score wurde als Zugabe für den iterativen 
Analyseworkflow von DRAGEN Microbial Enrichment 
Plus verwendet. Hieraus ergaben sich höhere Metriken 
mit einer Genom-Coverage von 99,11 % (≥ 1-fache Tiefe) 
(Abbildung 7B).

Abbildung 6: Erhöhte Coverage mit Illumina RNA Prep 
with Enrichment im Vergleich zu nicht angereicherten 
Bibliotheken
Coverage des HIV-1-Genoms für eine Probe des 
Subtyps B. Die geringe Anzahl von Virus-Reads in nicht 
angereicherten Bibliotheken unterstreicht die Bedeutung 
der Verwendung von Amplifikation oder Anreicherung.
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Abbildung 7: Coverage des HIV-1-Genoms mit Illumina RNA Prep with Enrichment
Plots der Genom-Coverage für eine repräsentative Blutplasmaprobe (A), die mit der DRAGEN Microbial Enrichment Plus App analysiert 
und (B) mit dem iterativen DRAGEN Microbial Enrichment Plus-Workflow analysiert wurde. Die Ergebnisse zeigen, dass der iterative 
Workflow die Coverage des HIV-1-Genoms von 95,27 % auf 99,11 % verbessert.

A. Referenz-Coverage: Erstanalyse

B. Referenz-Coverage: iterativer Analyseworkflow
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Assay für Wirkstoffresistenzmutationen

Normalisierte FASTQs sowohl vom Illumina Microbial 
Amplicon Prep- als auch vom Illumina RNA Prep 
with Enrichment-Assay für Subtyp B (Zugabe von 
10.000 Viruskopien) wurden mithilfe der Stanford 
HIV Drug Resistance Database zur Beurteilung des 
Vorhandenseins von DRMs (Drug Resistance Mutations, 
Wirkstoffresistenzmutationen) mit Standardparametern 
analysiert (minimaler Read-Tiefeschwellenwert 
≥ 50, Nukleotidmischungsschwellenwert ≤ 2 %, 
Mutationsnachweisschwellenwert ≥ 10 %). In den 
von den Assays generierten Daten wurden keine 
großen oder kleinen PI-, NRTI/NNRTI- oder INSTI-
Mutationen nachgewiesen. Andere bei der von SeraCare 
bereitgestellten HIV-1-Genomsequenz zu erwartenden 
Mutationen (n = 24) wurden mit beiden Assays 
nachgewiesen (Abbildung 8).

Zusammenfassung
Die MiSeq i100 Series eignet sich in Kombination mit 
hochwertiger Bibliotheksvorbereitung sowohl mit Illumina 
Microbial Amplicon Prep als auch mit Illumina RNA 
Prep with Enrichment mit dem Viral Surveillance Panel 
v2 für die gezielte Sequenzierung zum Nachweis von 
HIV-1 und für das Wirkstoffresistenz-Profiling. Während 
Illumina Microbial Amplicon Prep eine tiefere Coverage 
des HIV-Gens pol bei einem einfacheren Workflow bot, 
wurde bei Illumina RNA Prep with Enrichment mit der Viral 
Surveillance Panel v2-Anreicherung eine vollständige 
Coverage von Stämmen des HIV-Genoms erzielt. 
Der vorliegende Anwendungshinweis zeigt, dass die MiSeq 
i100 Series einen flexiblen, umfassenden NGS-Workflow 
für die HIV-Charakterisierung ermöglicht, der sich 
anwendungsspezifisch anpassen lässt.

Abbildung 8: DRM-Nachweis mit Illumina Microbial Amplicon Prep und Illumina RNA Prep with Enrichment
Im Gen pol nachgewiesene Mutationen sowie deren zugehörige relative Häufigkeit und Read-Anzahl bei einer für Forschungszwecke 
erstellten Probe mit dem Subtyp B. Die Angabe auf der X-Achse bezieht sich auf das Gen: Referenzaminosäure: mutierte Aminosäure.
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