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Alhoewel antretrovirale terapie (ART) die replisering van die virus in mense wat leef met HIV (People living with HIV; PLWH) suksesvol kan
onderdruk, bly die virus potent in latent-geïnfekteerde selle en kan terugslaan indien terapie onderbreek word. Ons het waargeneem dat
onder vrouens uit die CAPRISA 002 akute infeksiekohort, in Kwa-Zulu-Natal, die meerderheid repliseringskompotente viruses geïnduseer uit
hierdie latensie-reservoir die nouste verwant is aan viruse wat in die bloed sirkuleer in die jaar wat ART-aanvang voorafgaan. Alhoewel
terugslanende en geïndusseerde viruse uit dieselfde poel ontstaan en oorvleuel, is hul nie noodwendig dieselfde populasie nie. Ons wou
filogenetiese bepaal wanneer die terugkerende virus gesaai is in die latensie-reservoir van nege vrouens vanuit dieselfde kohort wat virale
terugslag (>1000 RNA kopieë/ml) minstens een jaar post-ART-aanvang ervaar het. Drie geenstreke, twee in env en een in nef, is
geamplifiseer en gesekwenseer uit plasmaafgeleide, virale RNA, gemiddeld elke ses maande na akute infeksie tot met ART-aanvang, en
tydens terugslag, deur gebruik te maak van Illumina Miseq met Primer ID (PID). Die moontlike verwantskap tussen terugslagvirus en pre-
ART-virusse is bepaal met behulp van maksimum-waarskynlikheidagtige bome met patristiese, klade- en plasingsmetodes deur benutting
van ‘n aangepaste dateringspyplyn (https://primer-id.org/ogv). Al drie geenstreke is suksesvol geamplifiseer en gesekwenseer vir al nege
vrouens. Gemiddeld 354 PID-konsensussekwensies (met strekking 18-4760) per tydspunt per streek pre-ART, en 293 PID-konsensus-
terugslag-virussekwensies (strekking 3-2383) is met terugslag vir elke deelnemer gegenereer. Dubbelsinnigheid in die filogenetiese bome,
waarskynlik weens multivariante infeksie en afwykende afkoms, is geïdentifiseer as ‘n uitdaging vir ons tydsberekeningsbenadering. Dit is
absoluut belangrik dat die geskikste metode(s) bepaal word vir boomproduksie deur middel van optimale longitudinale belyning en vir die
aanspreek van die dubbelsinnigheid geskep deur multivariante infeksie en divergente of herverbindingsafkoms.

Uittreksel

Agtergrond

Die latente HIV-1 reservoir bly die grootste belemmernis tot genesing in
mense wat leef met HIV (PLWH), ten spyte van effektiewe antiretrovirale
terapie (ART).
Onderbreking van onderdrukkende ART lei tipies tot spoedige virale terugslag
vanuit die latensie reservoir.
Virusse wat tydens terugslag manifesteer, verteenwoordig 'n fraksie van
hierdie latente reservoir.
Verdermeer, die virusse gestimuleer in vitro deur byvoorbeeld kwantitatiewe
virale uitgroeitoetse (qVOA) en daardie wat manifesteer gedurende
terugslag/behandeling-onderbrekings oorvleuel, maar bly onderskeidend1,2.
Vorige studies het getoon dat die grootste deel van die reservoir, soos gemeet
deur provirale of uitgroei-virussekwensering na in tyd aan ART-insiëring3,4,5.
Ons beoog om te evalueer of hierdie bevinding konsekwent is met
terugslagvirusse.

Beduidendheid

Analise van die temporale oorsprong van terugslavirus sal groter insig bring
t.o.v. die fraksie van die latensie reservoir wat in staat is tot terugslag te
midde van behandelingsonderbreking.
Verhoogde begrip van HIV-1-reservoirdinamiek mag wel strategieë tot
beperking van die vorming en hardnekkigheid daarvan. 

Metodiek

Deelnemers aan studie
9 chronies-geïnfekteerde PLWH uit die CAPRISA002-kohort wat virologies
onderdruk is vir ‘n minimum van 1 jaar, gevolg deur virale terugslag, is
geïdentifiseer.

Sekwensering van pre-ART- en terugslagvirus
Illumina MiSeq diep-sekwensering met Primer ID is aangewend om
sekwensies te genereer vanuit virale RNA, afgelei uit plasma, geproefsteek
elke 6 maande voor behandeling asook tydens terugslag (Figuur 1A).

Figuur 1: Oorsig van pre-ART- en terugslag virussekwenseringsbenadering.

Erkennings
Alle deelnemers van CAPRISA 002 akute infeksiekohort.

https://primer-id.org/ogv


Figuur 2: Streke geamplifiseer in die multiplekse benadering vir Illumina Miseq-
sekwensering met Primer ID.

Rou sekwensielesings is geprosesseer d.m.v. ‘n pasgemaakte pyplyn geskryf in Python en R-programmeringstale
(https://github.com/HIVDiversity/NGS_processing_pipeline; DOI: 10.5281/zenodo.3372202).
Kwaliteitsfiltering, saamvoeging van oorvleuelende gepaarde-eindlesings en Primer ID is deur gebruik van die MotifBinner2.R program geprosesseer.
(https://github.com/HIVDiversity/MotifBinner2; DOI:541 10.5281/zenodo.3372204).

Multiplekse sekwensiediepte en tydsberekening van terugslagvirusse:
Deelnemer was geïnfekteer vir gemiddeld 5 jaar (strek van 2.6 tot 8.2 jare) en het
‘n virale terugslag na gemiddeld 2.5 jaar (strek van 1.3 tot 4 jare) ondervind.
Van hierdie deelnemers is 4 geïdentifiseer as potensieel multivariante infeksies
(44.4%), vier as enkelvariant-infeksies (44.4%) en twee as onbepaalbaar, weens
gebrek aan vroeësteekproef.
Plasma-virale lading met terugslag het gestrek van 1250 kopieë/ml tot 640721
kopieë/ml.
Gemiddeld 354 konsensussekwensies (strek van 18 tot 4760) per tydspunt per
streek is gegenereer pre-ART (Figuur 3), en 293 terugslagvirus-
konsensussekwensies (strek van 3 tot 2383) is per deelnemer aan die studie
gegenereer. 
•Boom R2 waardes het gestrek van 0.036 tot 0.712. Bome met R2 waardes <0.4
is beskou as onvoldoende evolusionêre sein/ leeragtige struktuur vir
tydsberekeningsanalise.

Data-analise

Tydsberekening van virale ingang deur die terugslagvirus na die reservoir is
gedoen d.m.v. maksimum-waarskynlikheidagtige bome met patristiese,
klade- en plasingsmetodes deur ‘n pasgemaakte dateringspyplyn
(https://primer-id.org/ogv) (Figuur 1B).
Drie genomiese streke (V1V2, V4V5 en nef, HXB2: 8678-9156) is
geamplifiseer in ‘n multiplekse reaksie uit plasma-afgeleide RNA (Figuur 2).
Geenstreke is geselekteer gebaseer op vorige werk wat aangedui het dat hul
sterk filogenetiese sein5 produseer.
Minder as 18 konsensussekwensies per tydspunt is as ‘n mislukte proefloop
beskou.

Figuur 3: Gemiddelde getal konsensussekwensies verkry per tydspunt vir elke
deelnemer.

Figuur 4: Gemiddelde aantal konsensussekwensies verkry na virale terugslag
vir elke deelnemer.

Figuur 5: Verteenwoordigende maksimum waarskynlikheidsagtige bome
aangewend om terugslagvirus-tydsberekening te skat. Steekproef tydspunte pre-
ART is gekleurkodeer van rooi (studiedeelname) tot blou (jaar voor ART).
Terugslagvirussekwensies is in pers aangedui. Die hiperveranderlike lusstreke van
env is verwyder

Multivariantinfeksie het boomstuktuur beïnvloed op verskeie wyses, soos
aangedui deur die bome vir CAP228-C4C5 en CAP322-C1C2 (Figuur 5).
CAP228-C4C5 illustreer ‘n geval waar twee afkomste divergeer, en CAP322-
C1C2 illustreer ‘n geval waar sekwensies van longitudinale tydspunte meng met
twee kenmerkend primêr-geïnfekteerde klusters teenwoordig. Beide hierdie
situasies impakteer boomstruktuur (R2=0.256 en 0.21, onderskeidelik) negatief.
Dit mag die tydsberekeningskattings gemaak deur ons pyplyn beïnvloed. 

Om die beste benadering te bepaal om die dubbelsinnigheid wat
multivariantinfeksie veroorsaak en potensiële herkombinering aan te
spreek.
Om ‘n enkele tydsberekeningskatting af te lei vir die terugslagvirus d.m.v.
geenstreke waar tydsberekening vir elke geenstreek nie konkordant is.
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