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NOTA DE APLICAGAO

Seguenciamento
do genoma do HIV
no MiSeq™ i100 Series

Detecgao e caracterizagao precisas do HIV-1

Interrogagéo rapida do
gene pol do HIV com o
Illumina Microbial Amplicon
Prep para detecgéo viral e
detecgdo de resisténcia a
medicamentos

Sequenciamento
abrangente do genoma do
HIV com o Viral Surveillance
Panel v2 para rastreamento
da evolugéo viral e detecgao
de mais de 200 outros
patdégenos virais
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Fluxo de trabalho
flexivel completo com
sequenciamento no
MiSeq i100 Series e
DRAGEN™ secondary
analysis
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MiSeq i100 Series

Introdugao

Os sintomas da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) foram reconhecidos pela primeira vez em 1981

e, Nos anos seguintes, foram atribuidos a infecgéo por
virus da imunodeficiéncia humana tipo 1e 2 (HIV-1e
HIV-2)."* A pandemia do HIV viu mais de 88 milhdes

de pessoas infectadas pelo HIV em todo o mundo e
mais de 42 milhdes de pessoas perderam a vida para

a doenca.® Aproximadamente 1,3 milhdo de novas
infecgdes e 630 mil mortes foram relatadas apenas

em 2023.°

Avanc¢os na prevengao de doengas e no
desenvolvimento de medicamentos antirretrovirais
eficazes fizeram a transicdo da pandemia de HIV

para uma doenga crdnica controldvel, reduzindo
significativamente o risco de transmissao do HIV

e progressado da doenga para AIDS.”® No entanto,

em andamento, a transmissdo sustentada do HIV entre
populagdes vulneraveis em regides ao redor do mundo
destaca a necessidade continua de vigilancia do HIV.2
A vigilancia molecular por sequenciamento de Ultima
geracgado (NGS) permite a detecgdo de variantes que
conferem resisténcia a medicamentos antirretrovirais,
rastreamento da transmissao do HIV, incluindo a
transmissao de HIV resistente a medicamentos,
deteccao de variantes associadas ao tropismo pelo HIV,
e rastreamento da evolugdo viral intra-hospedeiro.™"
Em particular, mutagdes no gene pol do HIV podem
conferir resisténcia a inibidores de protease (PIs),
inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa
(NRTIs), inibidores ndo nucleosidicos da transcriptase
reversa (NNRTIs) e inibidores da transferéncia de fita da
integrase (INSTIs).” Assim, o gene pol do HIV é um alvo
importante para a detecgdo genotipica de resisténcia

a medicamentos antirretrovirais.
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Figura 1: Fluxo de trabalho NGS abrangente para vigilancia do HIV

Esta nota de aplicagao demonstra a detecgéao

e caracterizag&o do HIV no plasma sanguineo
HIV-positivo e em amostras artificiais usando um fluxo
de trabalho NGS que integra a preparagao da biblioteca
[llumina, sequenciamento no MiSeq i100 Series e
DRAGEN secondary analysis (Figura 1).

Métodos

Amostras

As amostras de plasma HIV-positivas foram obtidas
do site BIOFLUIDS.com e o RNA foi extraido usando

o QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, N.° do catalogo
52904), usando o procedimento Mini Spin, omitindo

a adigao de RNA carreador a solugdo tampao AVL."

As amostras concebidas foram formuladas para teste
usando RNA purificado extraido de virus propagados
em células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) fornecidas pelo SeraCare (Tabela 1).

Os controles que representam quatro subtipos
prevalentes de HIV-1 foram enriquecidos em um fundo
de 10 ng de RNA de Referéncia Universal Humano
(UHRR) para uma entrada total de 690 copias virais/
ul para lllumina Microbial Amplicon Prep e 1176 copias
virais/ul para lllumina RNA Prep with Enrichment com o
Viral Surveillance Panel v2 para avaliar o desempenho
em diferentes subtipos de HIV-1 pertencentes ao
grupo M (Tabela 1).®

* A entrada suficiente de acido nucleico viral é essencial para um bom
desempenho. Consideragdes sobre o método de extragdo, como centrifugagéo
com sacarose (gradiente de sacarose) ou adigdo de RNA carreador, podem
melhorar a sensibilidade, particularmente para amostras de baixo titulo."
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Sequenciar

Analisar

MiSeq i100 Series DRAGEN Microbial
Amplicon, DRAGEN

Microbial Enrichment Plus

Combine o preparo de biblioteca lllumina usando uma abordagem baseada em amplicons ou enriquecimento direcionado
com sequenciamento no MiSeq i100 Series e DRAGEN secondary analysis para caracterizagcdo gendmica precisa do HIV.

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado para procedimentos de diagndstico.
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Tabela 1: RNAs purificados obtidos para controles

de subtipos

Nome do produto
SeraCare

RNA purificado de HIV-1
subtipo C

RNA purificado de HIV-1
subtipo B

RNA purificado de HIV-1
subtipo CRFO1-AE

RNA purificado de HIV-1
subtipo CRF02-AG

Preparacao da biblioteca

N.° do
material.

0400-0079

0400-0078

0400-0084

0400-0076

ID do
isolado

DJ259

us1

POC30506

POC44951

O sequenciamento direcionado do HIV foi realizado por
sequenciamento de amplicon usando o Illumina Microbial
Amplicon Prep (lllumina, N.° do catadlogo 20097857)

e por enriqguecimento de alvo usando o lllumina RNA
Prep with Enrichment com o Viral Surveillance Panel v2
(umina, N.° do catdlogo 20108081).

Sequenciamento por amplicon

Para o lllumina Microbial Amplicon Prep, primers
personalizados, incluindo primers publicados
anteriormente™ e primers suplementares projetados
por cientistas da Illumina para garantir a amplificagao
do gene pol do HIV para varios subtipos de HIV-1,
foram obtidos de tecnologias integradas de DNA
(IDT) e diluidos a 10 um por pool (Tabela 2). Como os
amplicons direcionados ao gene pol se sobrepdem
em relagéo ao genoma do HIV-1, os primers foram
agrupados em dois tubos separados e usados em
PCR de amplicon em duas rea¢des independentes.
Essa abordagem é necessaria para evitar a geragao
de amplicon pequeno e permite esquemas de amplicon

estilo ARTIC™ (Figura 2).

NC_001802.1:900-5.100

MiSeq i100 Series

Tabela 2: Primers personalizados usados para
amplificagdo do HIV-1 com o Illlumina Microbial
Amplicon Prep

Nome do
primer

P1-F v2

P1-Rv2

P5-Rv2

Nome do
primer

YL
YL1v2
YL4

YL4 v2

Sequéncia do primer 5'-3'

AGGGYTGYTGGAAATGYGG
CTGTADTTCTGCTAYTAAMTTTTGATGG
TTGGAAATGTGGAAAGGAAGGAC
CTGTATTTCTGCTATTAAGTTTTGATGGG
GGAATCATTCAAGCACAACCAGA
TATGCAYTAGGAATYATTCARGCACA
TCTCCTGTATGCAGACCCCAATAT

TCTCCTGTATGCAGACCCCAATATG

Sequéncia do primer 5'-3'

AGAACCYCCATTCCTTYGGATGGG
AAGCATCAAAAGGAACCTCCCTT
CCTTTGTGCTGGTACCCATG

CCACATGGACAGCAACTATTATG

Os primers suplementares projetados pelos cientistas da lllumina
para maior cobertura taxonémica séo indicados por "v2" no nome
do primer, fornecido pela Integrated DNA Technologies.
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Figura 2: Design do primer do lllumina Microbial Amplicon Prep para o gene pol do HIV-1
Primers para amplicons p1 e p5 (verde) foram usados em uma reagdo de PCR, enquanto primers para o amplicon YL1-YL4 (amarelo) foram

usados em uma segunda reagao de PCR para cobrir o gene pol (preto).
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MiSeq i100 Series

As bibliotecas prontas para sequenciamento foram
preparadas com pequenas modificagdes no protocolo
[lumina Microbial Amplicon Prep, incluindo uma
redugdo na entrada aleatdria de hexamero (2,5 pl

em vez de 8,5 pl), entrada de RNA (14,5 pl em vez de
8,5 ul) e volumes de entrada de amplicon de reacao
de tagmentagéao (10 pl de reagdes de amplificagéo p1
e p5, 5 pl da reacao de amplificagdo YL1-YL4 e 5 i
de DEPC H-0).

Enriquecimento-alvo

O Illumina RNA Prep with Enrichment com o Viral
Surveillance Panel v2 cobre todo o genoma do HIV-1

e HIV-2, fornecendo sequenciamento de genoma
completo (WGS) do HIV e de cerca de 200 virus
adicionais. As bibliotecas prontas para sequenciamento
foram preparadas conforme o protocolo do fabricante.

Sequenciamento

As bibliotecas preparadas foram sequenciadas no
MiSeq i100 Plus System usando uma lamina de fluxo
de 25M com configuracgéo de corrida de 2 x 150 bp.
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FASTA de consenso do BLAST

Andlise de dados

Apds a conclusdo do sequenciamento, os dados foram
normalizados para 0,5 M de clusters/1 M de leituras
tipo paired-end (PE) e 1 M de clusters/2 M de leituras
paired-end (PE) para lllumina Microbial Amplicon

Prep e lllumina RNA Prep with Enrichment com Viral
Surveillance Panel v2, respectivamente, usando a
aplicagao FASTQ Toolkit. Os dados normalizados
foram analisados usando as aplicagdes DRAGEN
Microbial Amplicon e DRAGEN Microbial Enrichment
Plus na nuvem no BaseSpace™ Sequence Hub. Essas
aplicagdes também podem ser acessadas diretamente
no MiSeq i100 Plus System. Para determinar as
informagdes de resisténcia ao medicamento, FASTQs
normalizados foram usados como entrada no banco
de dados de Stanford disponivel publicamente.”

A aplicacao DRAGEN Microbial Enrichment Plus realiza
uma montagem guiada por referéncia; portanto,

é necessario o painel correto e o conjunto associado
de sequéncias de referéncias do genoma dos virus-
alvo do painel. Portanto, o Viral Surveillance Panel v2
deve ser selecionado no menu suspenso do painel
de enriquecimento na aplicagdo. Apesar do grande

e diversificado conjunto de genomas de referéncia
do HIV-1 usados no fluxo de trabalho da aplicagao
selecionada para detecgao e alinhamento, é possivel
que um genoma de referéncia mais representativo
para determinada amostra esteja disponivel e seja
mais apropriado para a analise. Assim, foi adotada
uma abordagem iterativa, reexecutando os fluxos

de trabalho DRAGEN Microbial Enrichment Plus ou
DRAGEN Microbial Amplicon (Figura 3).
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Figura 3: Fluxo de trabalho de andlise iterativa DRAGEN Microbial Enrichment Plus/DRAGEN Microbial Amplicon

Além das métricas de cobertura, a identificacdo de variantes e a geragdo de sequéncias consenso também sdo produzidas nos fluxos
de trabalho DRAGEN Microbial Amplicon (DMA) e DRAGEN Microbial Enrichment Plus (DME plus).

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado para procedimentos de diagndstico.
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Resultados

Cobertura do gene pol do HIV-1 com
o lllumina Microbial Amplicon Prep

A analise dos dados de sequenciamento do lllumina
Microbial Amplicon Prep de uma amostra de plasma
sanguineo usando a aplicagdo DRAGEN Microbial
Enrichment Plus resultou na deteccao do HIV-1e

na geragao de um arquivo FASTA de consenso do
HIV-1, que foi posteriormente utilizado na analise
BLAST para determinar um arquivo FASTA de acesso
representativo. Para obter métricas especificas do gene
pol, a ferramenta Gene Cutter do banco de dados de
sequéncias de HIV do Los Alamos National Laboratory
foi usada para extrair da sequéncia do genoma do
HIV-1 apenas a regido do gene pol. O alinhamento da
saida de pol com uma sequéncia de referéncia usando
a aplicacao DRAGEN Microbial Amplicon mostrou 100%
de cobertura em todo o gene pol (Figura 4).

Para amostras artificiais, a analise DRAGEN Microbial
Enrichment Plus detectou HIV-1 em todas as réplicas
técnicas da biblioteca lllumina Microbial Amplicon

Prep. A reandlise com o DRAGEN Microbial Amplicon
foi realizada para todas as amostras usando o fluxo

de trabalho de analise iterativa. A analise DRAGEN
Microbial Amplicon demonstra a cobertura completa do
gene pol para cada amostra artificial testada (Figura 5).
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Figura 5: Métricas de cobertura para subtipos
de HIV-1 com lllumina Microbial Amplicon Prep

Porcentagem de bases identificaveis e profundidade
mediana de cobertura para o gene pol. Os resultados
indicam que o pool de primers selecionados amplifica
cepas de HIV-1 de diferentes subtipos.

gi_1945657084_gb_MW(059295.11555-4203 v
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Figura 4: Cobertura do genoma da regiao pol do HIV-1 com o lllumina Microbial Amplicon Prep

Gréfico de cobertura do genoma de uma amostra representativa de plasma analisada com a aplicagdo DRAGEN Microbial Enrichment Plus.
Os resultados mostram cobertura completa (100%) em todo o gene pol.
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Cobertura do genoma do HIV-1 com
lllumina RNA Prep with Enrichment

A andlise DRAGEN Microbial Enrichment Plus detectou
HIV-1 em algumas bibliotecas ndo enriquecidas e todas
as bibliotecas enriquecidas com Viral Surveillance
Panel v2 em varias entradas de copia viral (Figura 6).

A analise inicial do DRAGEN Microbial Enrichment Plus
gerou graficos de cobertura para as amostras com

nas quais HIV-1 foi detectado. Para uma amostra de
plasma representativa, 95,27% do genoma do HIV-1

foi coberto (=1x de profundidade) com profundidade
mediana de 757,5x e 114 150 leituras alinhadas

(Figura 7A). A sequéncia do genoma consenso dessa
analise foi analisada usando BLAST e o banco de
dados Nucleotide. O genoma do HIV-1 com pontuagao
mais alta foi usado como entrada no fluxo de trabalho
de analise iterativa do DRAGEN Microbial Enrichment
Plus. Isso resultou em métricas de cobertura maiores,
com 99,11% do genoma coberto (= 1x de profundidade)
(Figura 7B).
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Figura 6: Maior cobertura com Illlumina RNA Prep
with Enrichment em relagao a bibliotecas nédo
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Cobertura do genoma do HIV-1 para amostra artificial
do subtipo B. A baixa quantidade de leituras virais em
bibliotecas ndo enriquecidas demonstra a necessidade
de amplificagé@o ou enriquecimento.

Genoma completo

45K 5K
Posigdo (pares de bases)

6K

B. Cobertura de referéncia — fluxo de trabalho de analise iterativa
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Figura 7: Cobertura gendémica do HIV-1 com lllumina RNA Prep with Enrichment
Graficos de cobertura do genoma de uma amostra representativa de plasma sanguineo (A) analisada com a aplicagdo DRAGEN Microbial
Enrichment Plus e (B) analisada com o fluxo de trabalho iterativo do DRAGEN Microbial Enrichment Plus. Os resultados mostram que

o fluxo de trabalho iterativo melhorou a cobertura do genoma do HIV-1de 95,27% para 99,11%.

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado para procedimentos de diagndstico.
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Ensaio para mutagdes de resisténcia
a medicamentos

FASTQs normalizados de ambos 0s ensaios lllumina
Microbial Amplicon Prep e lllumina RNA Prep with
Enrichment para o subtipo B, com entrada de 10 000
copias virais, foram analisados usando o Stanford HIV
Drug Resistance Database para avaliar a presenca

de DRMs com parametros padréo (limite minimo de
profundidade de leitura = 50, limite de mistura de
nucleotideos < 2 %, limite de detec¢cdo de mutagao

> 10%). Nao foram detectadas mutagdes principais ou
secundarias de IP, NRTI/NNRTI ou INSTI nos dados
gerados a partir de qualquer ensaio. Outras mutac¢des
(n = 24) previstas pela sequéncia do genoma do HIV-1
fornecida pelo SeraCare foram detectadas usando
ambos os ensaios (Figura 8).

MiSeq i100 Series

Resumo

O MiSeq i100 Series combinado com a preparagao

de bibliotecas de alta qualidade usando o Illlumina
Microbial Amplicon Prep e o lllumina RNA Prep with
Enrichment com o Viral Surveillance Panel v2, mostrou
capacidade de sequenciamento direcionado para a
deteccgdo de HIV-1 e andlise do perfil de resisténcia a
medicamentos. Embora o lllumina Microbial Amplicon
Prep tenha proporcionado cobertura mais profunda do
gene pol do HIV com um fluxo de trabalho mais simples,
o lllumina RNA Prep with Enrichment com o Viral
Surveillance Panel v2 enrichment produziu cobertura
gendmica completa de cepas de HIV. Esta nota de
aplicagdo demonstra que o MiSeq i100 Series faz
parte de um fluxo de trabalho NGS flexivel e completo
para caracterizagdo do HIV que pode ser adaptado as
necessidades do usuario.
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Figura 8: Detecgédo de DRM com Illumina Microbial Amplicon Prep e lllumina RNA Prep with Enrichment

Mutagbes detectadas no gene pol e suas frequéncias relativas e contagem de leituras associadas para uma amostra artificial contendo
o subtipo B. A notacdo no eixo X refere-se ao gene: Aminodcido de referéncia: Aminodcido com mutagao.
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