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Introduction

Les symptémes du syndrome d'immunodéficience acquise
(SIDA) ont été identifiés pour la premiére fois en 1981, puis
attribués au cours des années suivantes a une infection
par les virus de I'immunodéficience humaine de type 1 et

2 (VIH-1 et VIH-2)"*. La pandémie de VIH a touché plus de
88 millions de personnes dans le monde et causé la mort
de plus de 42 millions de personnes®. Environ 1,3 million de
nouvelles infections et 630 000 déces ont été signalés rien
qu’en 2023°.

Les progrés dans la prévention des maladies et le
développement de médicaments antirétroviraux efficaces
ont grandement contribué a transformer la pandémie

de VIH en une maladie chronique gérable, réduisant
considérablement le risque de transmission du VIH et

de progression de la maladie vers le SIDA”®. Cependant,
la transmission continue et soutenue du VIH parmi les
populations vulnérables dans les régions du monde

entier souligne le besoin constant d'une surveillance

du VIH®. La surveillance moléculaire par séquencage de
nouvelle génération (SNG) permet la détection de variants
conférant une résistance aux médicaments antirétroviraux,
le suivi de la transmission du VIH, notamment la
transmission du VIH résistant aux médicaments,

la détection de variants associés au tropisme du VIH et

le suivi de I'évolution virale intra-hote™™. En particulier,
les mutations du gene pol du VIH peuvent conférer une
résistance aux inhibiteurs de protéase (IP), aux inhibiteurs
nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI),

aux inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase
inverse (INNTI) et aux inhibiteurs de transfert de brin de
I'intégrase (ITBI)™. Ainsi, le géne pol du VIH est une cible
importante pour la détection génotypique de la résistance
aux meédicaments antirétroviraux.
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Figure 1: Flux de travail de SNG complet pour la surveillance du VIH

Cette note d’application démontre la détection et la
caractérisation du VIH dans le plasma sanguin séropositif
pour le VIH et les échantillons artificiels a I'aide d’un flux
de travail de SNG qui intégre la préparation de librairies
lllumina, le séquengage sur la série MiSeq i100 et I'analyse
secondaire DRAGEN (figure 1).

Méthodes

Echantillons

Des échantillons de plasma séropositifs pour le VIH ont
été obtenus sur BIOFLUIDS.com et 'ARN a été extrait a
I'aide de la trousse QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN,
référence n° 52904), en utilisant la procédure Mini Spin
et en omettant I'ajout d’ARN porteur au tampon AVL".

Les échantillons artificiels ont été formulés pour étre
testés a I'aide d’ARN purifié extrait de virus propagés
dans les cellules mononucléées de sang périphérique
(PBMC, Peripheral Blood Mononuclear Cell) fournies par
SeraCare (tableau 1). Les contrbles représentant quatre
sous-types de VIH-1 prévalents ont été ajoutés a un fond
de 10 ng d’ARN de référence humaine universelle (UHRR,
Universal Human Reference RNA) pour une entrée totale
de 690 copies virales/ul pour lllumina Microbial Amplicon
Prep et de 1176 copies virales/ul pour lllumina RNA Prep
with Enrichment with the Viral Surveillance Panel v2 pour
évaluer la performance des différents sous-types de VIH-1
appartenant au groupe M (tableau 1)™.

* Une entrée suffisante d’acides nucléiques viraux est essentielle pour
une bonne performance. Des considérations sur la méthode d’extraction,
telles que la centrifugation avec sucrose (gradient de sucrose) ou I'ajout
d’ARN porteur, pourraient améliorer la sensibilité, en particulier pour les
échantillons a titre faible™.

(=1

0]

Séquencage Analyse

DRAGEN Microbial
Amplicon, DRAGEN
Microbial Enrichment Plus
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Combinez la préparation de librairies d’lllumina en utilisant une approche basée sur les amplicons ou I'enrichissement ciblé avec
le séquencage sur la série MiSeq i100 et I'analyse secondaire DRAGEN pour une caractérisation génomique précise du VIH.
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Tableau 1: ARN purifiés pour les contrbles Tableau 2 : Primers personnalisés utilisés pour
de sous-types I'amplification du VIH-1 avec lllumina Microbial
Amplicon Prep
. N° de ID
Nom du produit SeraCare ‘. "
matériel d’isolat Nom du , . 08 6
. Séquence de primers 5'a 3
primer
HIV-1 Purified RNA subtype C 0400-0079 DJ259
P1-F v2 AAGGGYTGYTGGAAATGYGG
HIV-1 Purified RNA subtype B 0400-0078 uUs1
P1-Rv2 CTGTADTTCTGCTAYTAAMTCTTTTGATGG
HIV-T P“rc'fl'qu%?_"Af’é subtype | 4400-0084 = POC30506
P1-F TTGGAAATGTGGAAAGGAAGGAC
HIV-1 Purcigig ZRIX/% subtype 0400-0076 | POCA44951 P1-R CTGTATTTCTGCTATTAAGTCTTTTGATGGG
P5-F GGAATCATTCAAGCACAACCAGA
Préparation des librairies P5-F v2 TATGCAYTAGGAATYATTCARGCACA
Le séquencgage ciblé du VIH a été effectué par séquengage P5-R TCTCCTGTATGCAGACCCCAATAT
d’amplicons a I'aide d’lllumina Microbial Amplicon Prep
(llumina, référence n° 20097857) et par enrichissement P5-Rv2 TCTCCTGTATGCAGACCCCAATATG
de la cible a l'aide d’lllumina RNA Prep with Enrichment
i i i i A Nom du . . 5
with the Viral Surveillance Panel v2 (lllumina, référence f Séquence de primers 5' a 3'
n° 20108081). primer
Séquencage des amplicons YL AGAACCYCCATTCCTTYGGATGGG
Pour lllumina Microbial Amplicon Prep, les primers
. . P . P . ,p YL1v2 AAGCATCAAAAGGAACCTCCCTT
personnalisés, y compris les primers précédemment
s ; ) )
pu.blle's. et Ieslprlmgrs supplementalr’es cqnpug par les YL CCTTTGTGTGCTGGTACCCATG
scientifiques d’lllumina pour assurer I'amplification du
geIne pol du VIH pour plusieurs sous-types de VIH—1, ont VL4 v2 CCACATGGACAGCAACTATTATG
été obtenus auprés d’Integrated DNA Technologies (IDT) et
dilués a 10 uM par regroupement (tableau 2). Etant donné Les primers supplémentaires congus par les scientifiques d'lllumina
que les amplicons ciblant e géne pol se chevauchent en e e e b

position par rapport au génome du VIH-1, les primers ont
été regroupés dans deux tubes distincts et utilisés pour
la PCR d’amplicons dans deux réactions indépendantes.
Cette approche est nécessaire pour empécher la
génération de petits amplicons et permet des schémas
d’amplicons de type ARTIC'® (figure 2).
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Figure 2 : Conception de primers lllumina Microbial Amplicon Prep pour le géne pol du VIH-1

Les primers pour les amplicons p1 et p5 (vert) ont été utilisés dans une réaction PCR tandis que les primers pour I'amplicon YL1-YL4
(jaune) ont été utilisés dans une deuxieme réaction PCR pour couvrir le géne pol (noir).
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Les librairies prétes pour le séquengage ont été préparées
en apportant de Iégeres modifications au protocole
d’lllumina Microbial Amplicon Prep, notamment en
réduisant les volumes d’entrée d’hexameres aléatoires

(2,5 plau lieu de 8,5 pl), d’entrée d’ARN (14,5 ul au lieu de
8,5 pl) et d’entrée d’amplicons de réaction de tagmentation
(10 pl provenant des réactions d’amplification p1 et p5, 5 ul
provenant de la réaction d’amplification YL1-YL4 et 5 ul de
DEPC H-0).

Enrichissement de la cible

[llumina RNA Prep with Enrichment with the Viral
Surveillance Panel v2 cible I'ensemble du génome du VIH-1
et du VIH-2, fournissant un séquengage du génome entier
(WGS, Whole-genome Sequencing) du VIH et d’environ
200 virus supplémentaires. Les librairies prétes pour le
séquencage ont été préparées conformément au protocole
du fabricant.

Séquencgage

Les librairies préparées ont été séquencées sur MiSeq i100
Plus System a l'aide d'une Flow Cell 25M et d'une
configuration d’analyse de 2 x 150 pb.

Conversion de BCL DME Plus

—

Télécharger le FASTA du génome

avec le score dalignement total

maximal (pourcentage d'identité
le plus élevé)

|

lllumina RNA Prep
with Enrichment

!

Téléverser un nouveau
génome au format FASTA dans
BaseSpace Sequence Hub

!

DME Plus

FASTQ

Génome BLAST de consensus

au format FASTA

lllumina Microbial
Amplicon Prep

—

Indicateurs de
la couverture du
génome du VIH-1

—

Analyse des données

Une fois le séquencage terminé, les données ont

été normalisées a 0,5 million d’amplifiats/1 million

de lectures appariées (PE, Paired-end) et a 1 million
d’amplifiats/2 millions de lectures PE pour lllumina
Microbial Amplicon Prep et lllumina RNA Prep

with Enrichment with Viral Surveillance Panel v2,
respectivement, a l'aide de I'application FASTQ Toolkit.
Les données normalisées ont été analysées a l'aide
des applications DRAGEN Microbial Amplicon et
DRAGEN Microbial Enrichment Plus dans le nuage dans
BaseSpace™ Sequence Hub. Ces applications sont
également accessibles depuis MiSeq i100 Plus System.
Pour déterminer les renseignements sur la résistance
aux médicaments, des fichiers FASTQ normalisés ont
été utilisés comme entrée dans la base de données

de Stanford accessible au public”.

L'application DRAGEN Microbial Enrichment Plus effectue
un assemblage guidé par les références; par conséquent,
le panel approprié et I'ensemble associé de séquences
de référence génomiques de virus ciblés par le panel
sont nécessaires. Viral Surveillance Panel v2 doit donc
étre sélectionné dans le menu déroulant du panel
d’enrichissement de I'application. Malgré I'ensemble
important et diversifié de génomes de référence du VIH-1
utilisés dans le flux de travail d’application sélectionné
pour la détection et I'alignement, il est possible qu’'un
génome de référence plus représentatif pour un
échantillon donné soit disponible et plus approprié a
utiliser pour I'analyse. Une approche itérative a donc

été adoptée, en réexécutant les flux de travail DRAGEN
Microbial Enrichment Plus ou DRAGEN Microbial Amplicon
(figure 3).

Génome du VIH-1 de consensus
au format FASTA

|

Déterminer les coordonnées
du géne pol

\

Utiliser les coordonnées pour
télécharger/générer le FASTA
du géne pol

l

Téléverser le gene pol au format
FASTA et le fichier de séquences
de primers dans BaseSpace
Sequence Hub

\l/ Indicateurs de
DMA la couverture
du gene pol

Figure 3 : Flux de travail d’analyse itératif de DRAGEN Microbial Enrichment Plus/DRAGEN Microbial Amplicon

En plus des indicateurs de couverture, I'appel des variants et la génération de séquences de consensus sont également effectués
dans les flux de travail DRAGEN Microbial Amplicon (DMA) et DRAGEN Microbial Enrichment Plus (DME plus).
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Résultats

Couverture du géne pol du VIH-1 avec
Illumina Microbial Amplicon Prep

'analyse des données de séquencgage d’lllumina Microbial
Amplicon Prep a partir d'un échantillon de plasma sanguin
a l'aide de I'application DRAGEN Microbial Enrichment
Plus a entrainé la détection du VIH-1 et la génération d’'un
fichier consensus FASTA du VIH-1 qui a ensuite été utilisé
pour I'analyse BLAST afin de déterminer un fichier FASTA
d’accés représentatif. Pour obtenir des indicateurs
spécifiques au gene pol, I'outil Gene Cutter de la base de
données de séquences du VIH du Los Alamos National
Laboratory a été utilisé pour analyser la séquence du
génome du VIH-1T uniquement dans la région du géne pol.
L'alignement des résultats associés au gene pol sur une
séquence de référence a l'aide de I'application DRAGEN
Microbial Amplicon a montré une couverture de 100 % sur
le gene pol (figure 4).

Pour les échantillons artificiels, I'analyse avec DRAGEN
Microbial Enrichment Plus a détecté le VIH-1 dans tous
les réplicats techniques de la librairie Illumina Microbial
Amplicon Prep. Une nouvelle analyse avec DRAGEN
Microbial Amplicon a été effectuée pour tous les
échantillons a l'aide du flux de travail d’analyse itératif.
'analyse avec DRAGEN Microbial Amplicon démontre une
couverture compléte du gene pol pour chaque échantillon
artificiel testé (figure 5).
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Figure 5 : Indicateurs de couverture pour les sous-
types de VIH-1 avec Illumina Microbial Amplicon Prep
Pourcentage de bases appelables et profondeur de
couverture médiane pour le gene pol. Les résultats
montrent que le regroupement de primers sélectionné
amplifie les souches de VIH-1représentant divers

sous-types.

Génome complet
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Figure 4 : Couverture génomique de la région pol du VIH-1 avec lllumina Microbial Amplicon Prep

gi_1945657084_gb_MW(059295.11555-4203 v

2200 2400 2600 2800

Courbe de la couverture génomique pour un échantillon de plasma représentatif analysé avec I'application DRAGEN Microbial
Enrichment Plus. Les résultats montrent une couverture compléte (100 %) dans le gene pol.
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Couverture du génome du VIH-1 avec
lllumina RNA Prep with Enrichment

L'analyse avec DRAGEN Microbial Enrichment Plus a

détecté le VIH-1 dans certaines librairies non enrichies et

dans toutes les librairies enrichies par Viral Surveillance

Panel v2 a différentes entrées de copies virales (figure 6).

L'analyse initiale avec DRAGEN Microbial Enrichment
Plus a produit des courbes de couverture pour les

échantillons dans lesquels le VIH-1 a été détecté. Pour un

échantillon de plasma représentatif, 95,27 % du génome
du VIH-1 a été couvert (profondeur = 1x) avec une

profondeur médiane de 757,5x et 114 150 lectures alignées

(figure 7A). La ségquence de consensus génomique de

cette analyse a été analysée a l'aide de BLAST et de la
base de données de nucléotides. Le génome du VIH-1
ayant obtenu le score le plus élevé a été utilisé comme
entrée dans le flux de travail d'analyse itératif DRAGEN
Microbial Enrichment Plus. Cela a entrainé de meilleurs

indicateurs de couverture avec 99,11 % du génome couvert

(profondeur = 1x) (figure 7B).

@ lllumina RNA Prep with Enrichment, librairies non enrichies
© lllumina RNA Prep with Enrichment, Viral Surveillance Panel v2
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Figure 6 : Couverture accrue avec lllumina RNA
Prep with Enrichment par rapport aux librairies
non enrichies

Couverture du génome du VIH-1 pour I'échantillon
artificiel de sous-type B. Les faibles lectures virales
détectées dans les librairies non enrichies démontrent
I'utilisation d’'une amplification ou d’un enrichissement.
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Figure 7 : Couverture génomique du VIH-1 avec Illlumina RNA Prep with Enrichment

Courbes de la couverture génomique pour un échantillon de plasma sanguin représentatif (A) analysé avec I'application DRAGEN
Microbial Enrichment Plus et (B) analysé avec le flux de travail itératif DRAGEN Microbial Enrichment Plus. Les résultats montrent
que le flux de travail itératif a amélioré la couverture du génome du VIH-1de 95,27 % a 99,11 %.
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Test de détection des mutations
de résistance aux médicaments

Les fichiers FASTQ normalisés des tests lllumina Microbial
Amplicon Prep et lllumina RNA Prep with Enrichment pour
le sous-type B, entrée de 10 000 copies virales, ont été
analysés a l'aide de la base de données Stanford HIV
Drug Resistance Database pour évaluer la présence de
mutations de résistance aux médicaments (DRM, Drug-
resistant Mutations) avec les parameétres par défaut (seuil
de profondeur de lecture minimale = 50, seuil de mélange
de nucléotides < 2 %, seuil de détection de mutation

= 10 %). Aucune mutation majeure ou mineure d’IP,
d'INTI/INNTI ou d’ITBI n'a été détectée dans les données
générées a partir de ces tests. D’autres mutations (n = 24)
prédites par la séquence du génome du VIH-1 fournie

par SeraCare ont été détectées a l'aide des deux tests
(figure 8).

Série MiSeq i100

Résumé

La série MiSeq i100, combinée a une préparation de
librairies de haute qualité a I'aide d’lllumina Microbial
Amplicon Prep et d’lllumina RNA Prep with Enrichment
with the Viral Surveillance Panel v2, a démontré des
capacités de séquencage ciblé pour la détection du
VIH-1 et le profilage de la résistance aux medicaments.
Bien gqu’lllumina Microbial Amplicon Prep ait fourni une
couverture plus profonde du géne pol du VIH avec un flux
de travail plus simple, I'enrichissement avec Illumina RNA
Prep with Enrichment with the Viral Surveillance Panel v2
a permis une couverture génomique compléte des
souches du VIH. Cette note d’application démontre que
la série MiSeq 1100 fait partie d'un flux de travail de SNG
flexible et complet pour la caractérisation du VIH qui peut
étre adapté aux besoins de I'utilisateur.
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Figure 8 : Détection des DRM avec lllumina Microbial Amplicon Prep et lllumina RNA Prep with Enrichment

Mutations détectées dans le gene pol et leur fréquence relative associée et nombre de lectures pour un échantillon artificiel contenant
le sous-type B. La notation sur I'axe X fait référence au géne : acide aminé de référence : acide aminé muté.
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