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Introduzione
I sintomi della sindrome da immunodeficienza acquisita 
(AIDS, Acquired Immunodeficiency Syndrome) sono 
stati riconosciuti per la prima volta nel 1981 e negli 
anni successivi sono stati attribuiti all'infezione da 
virus dell'immunodeficienza umana (HIV, Human 
Immunodeficiency Virus) di tipo 1 e 2 (HIV-1 e HIV-2).1-4 
La pandemia di HIV ha visto più di 88 milioni di persone 
in tutto il mondo infettate dall'HIV e oltre 42 milioni 
di vite interrotte a causa della malattia.5 Nel solo 2023 
sono stati segnalati circa 1,3 milioni di nuove infezioni 
e 630.000 decessi.6

I progressi nella prevenzione delle malattie e nello sviluppo 
di farmaci antiretrovirali efficaci hanno ampiamente 
trasformato la pandemia di HIV in una malattia cronica 
gestibile, riducendo significativamente il rischio di 
trasmissione dell'HIV e di progressione della malattia ad 
AIDS.7-9 Tuttavia, la continua e diffusa trasmissione dell'HIV 
tra le popolazioni vulnerabili nelle aree geografiche 
di tutto il mondo evidenzia la continua necessità di 
sorveglianza dell'HIV.8 La sorveglianza molecolare tramite 
sequenziamento di nuova generazione (NGS, Next-
Generation Sequencing) consente il rilevamento di varianti 
che conferiscono resistenza ai farmaci antiretrovirali, 
monitoraggio della trasmissione dell'HIV, compresa la 
trasmissione di HIV farmacoresistente, il rilevamento di 
varianti associate al tropismo dell'HIV e il monitoraggio 
dell'evoluzione virale intra-host.10,11 In particolare, 
mutazioni nel gene HIV pol possono conferire resistenza 
agli inibitori della proteasi (PI, Protease Inhibitor), 
agli inibitori nucleosidici della trascrittasi inversa (NRTI, 
Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor), agli inibitori 
non nucleosidici della trascrittasi inversa (NNRTI, Non-
Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor) e agli inibitori 
del trasferimento dei filamenti di integrasi (INSTI, Integrase 
Strand Transfer Inhibitor).12 Pertanto, il gene HIV pol è 
un importante target per il rilevamento genotipico della 
resistenza ai farmaci antiretrovirali.

Questa nota sull'applicazione dimostra il rilevamento e 
la caratterizzazione dell'HIV nel plasma ematico positivo 
all'HIV e nei campioni artificiali utilizzando un flusso di 
lavoro NGS che integra la preparazione delle librerie 
Illumina, il sequenziamento su MiSeq i100 Series e l'analisi 
secondaria DRAGEN (Figura 1). 

Metodi

Campioni

I campioni di plasma positivi all'HIV sono stati ottenuti 
da BIOFLUIDS.com e l'RNA è stato estratto utilizzando 
QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, n. di catalogo 52904), 
mediante la procedura Mini Spin, omettendo l'aggiunta 
dell'RNA del portatore al tampone AVL.* I campioni 
artificiali sono stati formulati per l'analisi utilizzando 
RNA purificato estratto dal virus propagato nelle cellule 
mononucleate del sangue periferico (PBMC, Peripheral 
Blood Mononuclear Cell) fornite da SeraCare (Tabella 1). 
I controlli che rappresentano quattro sottotipi prevalenti di 
HIV-1 sono stati addizionati in uno sfondo di 10 ng di RNA 
di riferimento universale umano (UHRR, Human Universal 
Reference RNA) per un input totale di 690 copie virali/
μl per Illumina Microbial Amplicon Prep e 1.176 copie 
virali/μl per Illumina RNA Prep with Enrichment con Viral 
Surveillance Panel v2 per valutare le prestazioni tra i diversi 
sottotipi di HIV-1 appartenenti al gruppo M (Tabella 1).13

*	Un input sufficiente di acido nucleico virale è fondamentale per buone 
prestazioni. Considerazioni sul metodo di estrazione come la centrifugazione 
con saccarosio (gradiente di saccarosio) o l'aggiunta di RNA del portatore 
potrebbero migliorare la sensibilità, in particolare per i campioni a basso titolo.14

Figura 1: flusso di lavoro NGS end-to-end per la sorveglianza dell'HIV
Combinazione della preparazione delle librerie Illumina utilizzando un approccio di arricchimento basato su ampliconi o target con 
il sequenziamento su MiSeq i100 Series e l'analisi secondaria DRAGEN per un'accurata caratterizzazione genomica dell'HIV.
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Preparazione delle librerie

Il sequenziamento mirato dell'HIV è stato eseguito 
mediante sequenziamento degli ampliconi utilizzando 
Illumina Microbial Amplicon Prep (Illumina, n. di catalogo 
20097857) e mediante arricchimento del target utilizzando 
Illumina RNA Prep with Enrichment con Viral Surveillance 
Panel v2 (Illumina, n. di catalogo 20108081). 

Sequenziamento di ampliconi
Per Illumina Microbial Amplicon Prep, i primer 
personalizzati, inclusi i primer pubblicati in precedenza15 e 
i primer supplementari progettati dagli scienziati Illumina 
per garantire l'amplificazione del gene HIV pol per più 
sottotipi di HIV-1, sono stati ottenuti da Integrated DNA 
Technologies (IDT) e diluiti a 10 μM per pool (Tabella 2). 
Poiché gli ampliconi mirati al gene pol si sovrappongono 
in posizione rispetto al genoma HIV-1, i primer sono stati 
raggruppati in due provette separate e utilizzati per la 
PCR degli ampliconi in due reazioni indipendenti. Questo 
approccio è necessario per impedire la generazione di 
ampliconi piccoli e consente schemi di ampliconi in stile 
ARTIC16 (Figura 2).

Tabella 1: RNA purificati ottenuti per i controlli 
dei sottotipi

Nome del prodotto 
SeraCare

N. di 
materiale ID isolato

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

Tabella 2: primer personalizzati utilizzati per 
l'amplificazione dell'HIV-1 con Illumina Microbial 
Amplicon Prep

Nome 
primer Sequenza del primer 5′–3′

P1-F v2 AAGGGYTGYTGGAAATGYGG

P1-R v2 CTGTADTTCTGCTAYTAAMTCTTTTGATGG

P1-F TTGGAAATGTGGAAAGGAAGGAC

P1-R CTGTATTTCTGCTATTAAGTCTTTTGATGGG

P5-F GGAATCATTCAAGCACAACCAGA

P5-F v2 TATGCAYTAGGAATYATTCARGCACA

P5-R TCTCCTGTATGCAGACCCCAATAT

P5-R v2 TCTCCTGTATGCAGACCCCAATATG

Nome 
primer Sequenza del primer 5′–3′

YL1 AGAACCYCCATTCCTTYGGATGGG

YL1 v2 AAGCATCAAAAGGAACCTCCCTT

YL4 CCTTTGTGTGCTGGTACCCATG

YL4 v2 CCACATGGACAGCAACTATTATG

I primer supplementari progettati dagli scienziati Illumina per una 
maggiore copertura tassonomica sono indicati con "v2" nel nome 
del primer, fornito da Integrated DNA Technologies.

Figura 2: design del primer Microbial Amplicon Prep Illumina per il gene HIV-1 pol 
I primer per gli ampliconi p1 e p5 (verde) sono stati utilizzati in una reazione PCR mentre i primer per l'amplicone YL1-YL4 (giallo) sono 
stati utilizzati in una seconda reazione PCR per coprire il gene pol (nero). 
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Le librerie pronte per il sequenziamento sono state 
preparate con lievi modifiche al protocollo Illumina 
Microbial Amplicon Prep, inclusa una riduzione dei volumi 
di input di esamero casuale (2,5 μl invece di 8,5 μl), 
input di RNA (14,5 μl invece di 8,5 μl) e input di amplicone 
di reazione di tagmentazione (10 μl da reazioni di 
amplificazione p1 e p5, 5 μl dalla reazione di amplificazione 
YL1-YL4 e 5μl di DEPC H20).

Arricchimento dei target
Illumina RNA Prep with Enrichment con Viral Surveillance 
Panel v2 mira all'intero genoma di HIV-1 e HIV-2, fornendo 
il sequenziamento dell'intero genoma (WGS, Whole-
Genome Sequencing) di HIV e circa 200 virus aggiuntivi. 
Le librerie pronte per il sequenziamento sono state 
preparate seguendo il protocollo del produttore.

Sequenziamento

Le librerie preparate sono state sequenziate su MiSeq 
i100 Plus System utilizzando una cella a flusso 25M 
con configurazione della corsa di 2 × 150 bp.

Analisi dei dati

Al termine del sequenziamento, i dati sono stati 
normalizzati rispettivamente a 0,5 milioni di cluster/1 
milione di letture paired-end (PE) e a 1 milione/2 milioni 
di PE per Illumina Microbial Amplicon Prep e Illumina 
RNA Prep with Enrichment con Viral Surveillance Panel 
v2, utilizzando l'app FASTQ Toolkit. I dati normalizzati 
sono stati analizzati utilizzando le applicazioni DRAGEN 
Microbial Amplicon e DRAGEN Microbial Enrichment Plus 
nel cloud in BaseSpace™ Sequence Hub. È inoltre possibile 
accedere a queste applicazioni su MiSeq i100 Plus System. 
Per determinare le informazioni sulla resistenza ai farmaci, 
sono stati utilizzati FASTQ normalizzati come input nel 
database di Stanford disponibile pubblicamente.17

L'app DRAGEN Microbial Enrichment Plus esegue un 
gruppo guidato dal riferimento; pertanto, è necessario 
il pannello corretto con il set associato di sequenze 
di riferimento genomico di virus target dal pannello. 
Pertanto, è necessario selezionare Viral Surveillance 
Panel v2 dal menu a discesa del pannello di arricchimento 
nell'app. Nonostante l'ampio e diversificato set 
di genomi di riferimento HIV-1 utilizzati nel flusso di 
lavoro dell'applicazione selezionata per il rilevamento e 
l'allineamento, è possibile che sia disponibile un genoma 
di riferimento più rappresentativo per un determinato 
campione e più appropriato da utilizzare per l'analisi. 
È stato quindi adottato un approccio iterativo, eseguendo 
nuovamente i flussi di lavoro DRAGEN Microbial 
Enrichment Plus o DRAGEN Microbial Amplicon (Figura 3).

Figura 3: flusso di lavoro per l'analisi iterativa degli ampliconi microbici DRAGEN Microbial Enrichment Plus/DRAGEN 
Microbial Amplicon
Oltre alle metriche di copertura, l'identificazione delle varianti e la generazione di sequenze di consenso sono anche generate nei flussi 
di lavoro DRAGEN Microbial Amplicon (DMA) e DRAGEN Microbial Enrichment Plus (DME plus).
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Risultati

Copertura del gene HIV-1 pol con Illumina 
Microbial Amplicon Prep

L'analisi dei dati di sequenziamento di Illumina Microbial 
Amplicon Prep da un campione di plasma ematico 
utilizzando l'app DRAGEN Microbial Enrichment Plus ha 
determinato il rilevamento di HIV-1 e la generazione di un 
file FASTA HIV-1 consensuale che è stato successivamente 
utilizzato per l'analisi BLAST per determinare un file 
FASTA di accesso rappresentativo. Per ottenere metriche 
specifiche per il gene pol, lo strumento Gene Cutter del 
Los Alamos National Laboratory HIV Sequence Database 
è stato utilizzato per analizzare la sequenza del genoma 
HIV-1 solo alla regione del gene pol. L'allineamento 
dell'output pol a una sequenza di riferimento utilizzando 
l'app DRAGEN Microbial Amplicon ha mostrato una 
copertura del 100% sul gene pol (Figura 4). 

Per i campioni artificiali, l'analisi DRAGEN Microbial 
Enrichment Plus ha rilevato l'HIV-1 in tutti i replicati tecnici 
della libreria Illumina Microbial Amplicon Prep. La rianalisi 
con DRAGEN Microbial Amplicon è stata eseguita per tutti 
i campioni utilizzando il flusso di lavoro di analisi iterativa. 
L'analisi DRAGEN Microbial Amplicon dimostra la copertura 
completa del gene pol per ciascun campione artificiale 
analizzato (Figura 5). 

Figura 4: copertura del genoma della regione pol di HIV-1 con Illumina Microbial Amplicon Prep
Diagramma di copertura del genoma per un campione di plasma rappresentativo analizzato con l'app DRAGEN Microbial Enrichment Plus. 
I risultati mostrano una copertura completa (100%) sul gene pol. 
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Copertura del genoma HIV-1 con Illumina 
RNA Prep with Enrichment

L'analisi DRAGEN Microbial Enrichment Plus ha rilevato 
l'HIV-1 in alcune librerie non arricchite e in tutte le librerie 
arricchite con Viral Surveillance Panel v2 a diversi input di 
copie virali (Figura 6). L'analisi iniziale DRAGEN Microbial 
Enrichment Plus ha prodotto grafici di copertura per i 
campioni rilevati da HIV-1. Per un campione di plasma 
rappresentativo, è stato coperto il 95,27% del genoma 
HIV-1 (profondità maggiore o uguale a 1×) con una 
profondità mediana di 757,5× e 114.150 letture allineate 
(Figura 7A). La sequenza consenso del genoma da questa 
analisi è stata analizzata utilizzando BLAST e il database 
dei nucleotidi. Il genoma HIV-1 con il punteggio più alto 
è stato utilizzato come input nel flusso di lavoro di analisi 
iterativo DRAGEN Microbial Enrichment Plus. Ciò ha 
portato a maggiori metriche di copertura con il 99,11% 
del genoma coperto (profondità maggiore o uguale a 1×) 
(Figura 7B). 

Figura 6: maggiore copertura con Illumina RNA Prep 
with Enrichment rispetto alle librerie non arricchite
Copertura del genoma HIV-1 per il campione 
artificiale di sottotipo B. Le letture virali basse 
rilevate in librerie non arricchite dimostrano l'uso 
dell'amplificazione o dell'arricchimento.
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Figura 7: copertura del genoma HIV-1 con Illumina RNA Prep with Enrichment
Diagrammi di copertura del genoma per un campione di plasma rappresentativo (A) analizzato con l'app DRAGEN Microbial Enrichment 
Plus e (B) analizzato con il flusso di lavoro iterativo DRAGEN Microbial Enrichment Plus. I risultati mostrano che il flusso di lavoro iterativo 
ha migliorato la copertura del genoma HIV-1 dal 95,27% al 99,11%.

A. Copertura di riferimento: analisi iniziale

B. Copertura di riferimento: flusso di lavoro dell'analisi iterativa
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Saggio per le mutazioni farmaco-resistenza

I FASTQ normalizzati dei saggi Illumina Microbial Amplicon 
Prep e Illumina RNA Prep with Enrichment per il sottotipo B, 
input di 10.000 copie virali, sono stati analizzati utilizzando 
lo Stanford HIV Drug Resistance Database per valutare 
la presenza di DRM con parametri predefiniti (soglia di 
profondità di lettura minima maggiore o uguale a 50, soglia 
di miscela nucleotidica minore o uguale al 2%, soglia di 
rilevamento delle mutazioni maggiore o uguale al 10%). 
Nei dati generati da entrambi i saggi non sono state 
rilevate mutazioni maggiori o minori di PI, NRTI/NNRTI 
o INSTI. Altre mutazioni (n = 24) previste dalla sequenza 
genomica dell'HIV-1 fornita da SeraCare sono state rilevate 
utilizzando entrambi i saggi (Figura 8).

Riepilogo
MiSeq i100 Series, combinato con una preparazione delle 
librerie di alta qualità utilizzando sia Illumina Microbial 
Amplicon Prep sia Illumina RNA Prep with Enrichment 
con Viral Surveillance Panel v2, ha dimostrato capacità 
di sequenziamento mirate per il rilevamento dell'HIV-1  
e il profilo di resistenza ai farmaci. Sebbene Illumina 
Microbial Amplicon Prep abbia fornito una copertura più 
profonda del gene HIV pol con un flusso di lavoro più 
semplice, Illumina RNA Prep with Enrichment con Viral 
Surveillance Panel v2 ha fornito una copertura genomica 
completa dei ceppi di HIV. Questa nota sull'applicazione 
dimostra che MiSeq i100 Series fa parte di un flusso di 
lavoro NGS end-to-end flessibile per la caratterizzazione 
dell'HIV che può essere personalizzato in base alle 
esigenze dell'utente.

Figura 8: rilevamento DRM con Illumina Microbial Amplicon Prep e Illumina RNA Prep with Enrichment
Mutazioni rilevate nel gene pol e relativa frequenza e conteggio delle letture associate per un campione artificiale contenente il sottotipo B.  
La notazione sull'asse X si riferisce a gene: aminoacido di riferimento: aminoacido mutato.
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