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UDS: Ultra Deep Sequencing ó secuenciación ultra profunda 

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana 
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En 1987 se produjo la entrada del primer fármaco antirretroviral VIH, con el paso de los 

años estos fármacos han mejorado tanto en efectos secundarios como en eficacia, sin 

embargo sigue preocupando la aparición de resistencias frente a los distintos fármacos. 

El estudio de resistencia antirretrovirales en pacientes VIH-1 se realiza mayormente 

mediante secuenciación poblacional o Sanger del gen pol, incluyendo las regiones 

Transcriptasa Reversa, Proteasa e Integrasa. Una limitación conocida de las pruebas de 

susceptibilidad a antirretrovirales es la falta de fiabilidad en la detección de variantes 

minoritarias de VIH-1 en la población del virus infectante. Esta limitación es 

particularmente importante en pacientes con antecedentes de tratamientos complejos y 

que han fracasado a una o varias líneas de fármacos antirretrovirales. Como alternativa, 

el análisis del ADN proviral puede tener interesantes aplicaciones, ya que permite 

detectar las mutaciones de resistencias archivadas en las poblaciones víricas, incluso 

tras la supresión del tratamiento. La detección de estas mutaciones de resistencia tiene 

gran relevancia clínica, como es la planificación de tratamiento antirretroviral en 

pacientes previamente tratados y con una limitada o nula disponibilidad de informes de 

resistencias previos.  

 

Durante los últimos seis años, Raltegravir (RAL), el primer inhibidor aprobado de 

transferencia de hebra de la Integrasa (INSTIs), ha tenido un papel importante en el 

tratamiento de la infección por VIH, tanto en pacientes naïves como en pretratados. Hoy 

en día, existen otros dos fármacos disponibles de la misma familia (Elvitegravir y 

Dolutegravir (DTG)), ampliando las opciones de utilización. Elvitegravir es un fármaco 

de primera generación, compartiendo el perfil de resistencias con RAL, por el contrario 

Dolutegravir, de segunda generación presenta una elevada potencia antiviral, con 

excelente perfil de eficacia y seguridad. Aunque con elevada barrera genética a la 

resistencia, este fármaco puede verse afectado por la combinación de algunas 

mutaciones de resistencia que se acumulan en el fracaso a RAL. DTG presenta una 

larga vida media plasmática, lo que le permite dosificarlo una vez al día. Esta 

dosificación es adecuada para los pacientes sin resistencia preexistente a INSTIs, por el 

contrario, en pacientes con mutaciones de resistencia documentadas en la Integrasa se 

debe administrar dos veces al día.  

 

En el capítulo 1, mostramos los resultados del estudio de 7 pacientes con historia de 

fracaso previo a un régimen que incluyera RAL y que posteriormente al fracaso 
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consiguieran supresión virológica. La población a estudiar fue en su totalidad subtipo B, 

con una mediana de edad de 55 años. La mediana de carga viral y recuento de CD4 fue 

de 1,3 log10 cp/ml y de 765,5 cel/ml. La mediana (IQR) de tiempo entre el momento del 

fracaso y el estudio en ADN proviral fue de 48 meses (29-53). La mutación primaria 

N155H fue la más prevalente en el momento del fracaso, manteniéndose en el ADN 

proviral, al igual que las mutaciones accesorias, excepto en un paciente en el que hubo 

que recurrir a la secuenciación masiva, detectándose N155H en una proporción del 

9,77%. En conclusión, a pesar de las limitaciones de nuestro estudio, que no deja de ser 

un estudio piloto que deberá ser corroborado en estudios posteriores, el estudio de las 

resistencias en la IN utilizando el ADN proviral de una muestra actual es un fiel reflejo 

de lo que ocurrió en el fracaso. De confirmarse estos resultados en otras series, esta 

herramienta podrá ser de gran utilidad para la toma de decisiones en la simplificación a 

DTG de este tipo de pacientes. 

 

A finales del año 2013 se incorporo la tecnología de secuenciación masiva (NGS) en 

algunos centros, mejorando la detección de variantes minoritarias. Existen ciertas 

diferencias entre la secuenciación tradicional Sanger y la secuenciación masiva, como 

es el umbral de detección de mutaciones: alrededor de 20% para Sanger y del <1% para 

masiva, además del volumen de secuencias obtenidos: una única secuencia Sanger 

frente a las miles de secuencias que ofrece la secuenciación masiva. El gran volumen de 

datos presentes en secuenciación masiva dificulta el trabajo bioinformático, necesitando 

potentes ordenadores, por lo que la simplificación hacia una única secuencia en ciertos 

casos, como estudios filogenéticos podría mejorar el flujo de trabajo. Además la 

convivencia entre tecnología Sanger y masiva hace necesaria una estandarización o 

unificación.  

 

En el capítulo 2 mostramos un método que permite simplificar los datos NGS a una 

secuencia consenso única, comparable a la secuenciación Sanger. Para el estudio se 

utilizaron secuencias de 62 pacientes naïve del periodo 2014-2015, nuevos diagnósticos 

VIH-1 referidos para estudios de resistencias a antirretrovirales en los servicios de 

Microbiología Clínica de el Hospital San Cecilio de Granada y del Hospital Clinic de 

Barcelona. Las secuencias tipo Sanger se obtuvieron utilizando el kit Trugene HIV-1. 

Para NGS se partió del mismo ARN, utilizando el kit GS V Type HIV-1 para 454 GS 

Junior. Las secuencias consenso NGS se generaron mediante el software Mesquite, 
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seleccionando umbrales de corte del 10%, 15% y 20%. A continuación se construyeron 

arboles filogenéticos con Mega, con las distintas secuencias consenso NGS y sus 

respectivas Sanger, teniendo en cuenta valores de bootstrap mayores de 70% para 

definir una relación entre secuencias. Utilizando un punto de corte de 10% en las 

secuencias NGS, sólo en 17/62 pacientes las secuencias pareadas NGS-Sanger 

presentaron valores de bootstrap >70%, con una mediana (IQR) de los valores de 

bootstrap de 88% (83,5-95,5). Aumentando el umbral consenso NGS al 15%, estos 

valores ascienden hasta 36/62, relacionando las dos secuencias con un bootstrap >70%, 

mediana (IQR) de valores bootstrap de 94% (85.5-98). Por último, al utilizar un umbral 

de 20%, en 61/62 casos las secuencias pareadas NGS-Sanger se relacionan con 

bootstrap >70%, con una mediana (IQR) de los valores de bootstrap de 99% (98-100). 

En este último caso, en una única muestra no se relaciono la secuencia NGS con su 

Sanger debido a la multitud de diferencias entre algunas bases nucleotídicas entre ambas 

secuencias. Al 10%, las diferencias NGS-Sanger alcanzaron diferencias para influir en 

el subtipado en 3 pacientes, cambiando en un paciente desde subtipo B (NGS) a 

CRF01_AE (Sanger) y en dos pacientes desde subtipo B (NGS) a CRF02_AG (Sanger) 

respectivamente. Sin embargo, estas diferencias no se observaron al utilizar las 

secuencias consenso NGS al umbral 20%. Por lo tanto, presentamos una metodología 

que permite generar secuencias consenso que son representativas de la secuencia 

Sanger,  para su uso en estudios de epidemiología molecular, siendo necesario efectuar 

un procesado de las secuencias y utilizar puntos de corte de al menos el 20%. 

 
Finalmente, varias investigaciones han estudiado la precisión de la tecnología NGS 

basada en pirosecuenciación, determinando la principal fuente de errores las regiones 

homopoliméricas, siendo mayoritarias inserciones y deleciones (indel). Además su 

curva de secuenciación presenta una disminución de la calidad al final del proceso. Por 

otra parte, la secuenciación VIH depende de la transcripción inversa y de la utilización 

de distintas PCR con el fin de aumentar la cantidad de genoma vírico, contribuyendo al 

aumento de los posibles errores en la secuenciación genómica. Estos artefactos 

producidos en PCR son bien conocidos, pudiendo minimizarlos mediante la 

optimización en las condiciones de amplificación y el uso de polimerasas de alta 

fidelidad. De otra forma, estos posibles errores pueden provocar un impacto 

significativo en diversos análisis, tales como montaje de secuencias, identificación de 

polimorfismos, identificación de subtipado vírico, estudios de mutaciones de resistencia 
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y estudios de expresión génica. La mayoría de programas disponibles en las distintas 

plataformas proporcionan una tubería de control de calidad en el proceso de 

secuenciación, con el fin de filtrar la salida de secuencias, aun así, permanecen varios 

artefactos en el conjunto de datos. Por lo tanto, es aconsejable llevar a cabo un control 

de calidad final a nivel usuario, mediante filtrado de secuencias de alta calidad. Para ello 

se hizo una revisión sistemática sobre la eliminación de posibles errores en la 

plataforma 454 GS Junior. Identificamos siete estudios bajo los criterios de búsqueda, 

tres estudios de modificación de protocolo de amplificación y cuatro sobre programas 

bioinformáticos. Los estudios de modificación de protocolo en la PCR demostraron una 

disminución en el porcentaje de recombinación de hasta dos órdenes de magnitud para 

una PCR optimizada. Mediante los programas bioinformáticos se consiguió disminuir 

también los errores, el porcentaje de tasa de error disminuyo en un orden de magnitud, 

reducción de 93-98% de indel y una sensibilidad y especificidad en SNP variant calling 

cercanos a 1. La aplicación de estos métodos de corrección permitirá sin duda alguna 

ayudar a disminuir los posibles errores, asegurando las mutaciones observadas mediante 

NGS para el estudio de resistencias en pacientes VIH-1. Es necesaria la implantación de 

un flujo de trabajo que permita la eliminación de posibles errores.  
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1. EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA 

 

1.1. Epidemiología VIH 

 

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) es el agente patógeno causal del 

Síndrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). 

 

La enfermedad del virus de la inmunodeficiencia humana fue descrita por primera vez 

en 1981 por dos grupos, uno en San Francisco y otro en Nueva York, asociada a una 

deficiencia inmunológica grave debido a neumonía por Pneumocystis jirovecci y 

Sarcoma de Kaposi agresivo [1]. El virus VIH en sí no fue identificado hasta dos años 

después, cuando los franceses Barré-Sinoussi y Montagnier consiguieron aislarlo [2]; 

durante ese período, otras causas fueron consideradas, incluyendo factores como el 

estilo de vida, el abuso crónico de drogas y otros agentes infecciosos [3]. Pronto se 

evidenció que presentaba el mismo perfil epidemiológico de hepatitis B en cuatro 

grupos bien diferenciados: homosexuales, hemofílicos, hemoperfundidos y 

heroinómanos. La similitud hizo pensar que la causa podría ser un agente infeccioso, 

probablemente viral, con transmisión sexual y sanguínea [4]. En 1986, el Comité 

Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV) aceptó el nombre definitivo de VIH para 

este nuevo agente [5]. 

 

Desde estos primeros hallazgos hasta la actualidad han transcurrido tres décadas. Hoy 

sabemos que el VIH infecta células del sistema inmune (principalmente linfocitos CD4+ 

y macrófagos), causando su muerte o alterando su funcionalidad, con el consiguiente 

deterioro progresivo de la capacidad del sistema inmune para combatir las infecciones, 

y que en las etapas más avanzadas de la infección sobreviene el SIDA, caracterizado 

biológicamente por un profundo deterioro de la inmunidad celular y una severa 

depleción de los linfocitos T CD4+ y clínicamente por la presencia de algunas 

infecciones oportunistas o tipos de cáncer [6]. También se sabe que el virus se transmite 

por contacto sexual, la transfusión de sangre o productos sanguíneos contaminados, el 

uso compartido de agujas, jeringuillas u otros instrumentos punzantes o cortantes y de la 

madre al hijo durante el embarazo, el parto y la lactancia [7]. La eficiencia de la 

transmisión sanguínea depende de múltiples factores, como el número de partículas 
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virales, volumen de sangre y el estado inmune del receptor. El contacto sexual 

(homosexual y heterosexual) es el principal modo de transmisión, siendo la transmisión 

heterosexual la predominante a escala global, aumentando el riesgo de transmisión con 

las infecciones genitales concomitantes causadas por otros patógenos (Herpes, Clamidia 

y otros) [7].  

 

La epidemia de VIH/SIDA constituye en la actualidad uno de los más graves problemas 

de salud pública después de haberse cobrado más de 35 millones de vidas, con grandes 

repercusiones demográficas, sociales y económicas a nivel mundial, pero 

particularmente en los países en vías de desarrollo. El programa conjunto de World 

Health Organization VIH/AIDS estimó que a finales de 2015 más de 70 millones de 

personas habían sido infectadas por el virus, actualmente unas 36,7 millones de 

personas viven infectadas, e incluyen 1,8 millones de niños menores de 15 años, 

estimándose en 2,1 millones las nuevas infecciones por VIH y en 1,1 millones las 

defunciones por SIDA en ese año [8] (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Estadística VIH del año 2015 [8]. 
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2. CARACTERÍSTICAS GENERALES VIH-1 

 

2.1. Estructura VIH-1 

 

La   partícula  viral  tiene  forma  esférica  icosaédrica  y  mide  80-120 nm  de  diámetro 

(Figura 2), presenta  una  estructura en tres capas: 

 

Está rodeada por una membrana  lipídica que  deriva de la  célula  hospedadora,  por lo 

que contiene  proteínas  celulares, como HLA clase I y II y  proteínas de  adhesión 

como CAM-1. Además, se  integran  72  complejos de  glicoproteína (gp)  viral  

formados  por trímeros de gp120 y gp41,  esenciales  para la  interacción con la célula 

diana. La matriz está  formada  por  la  proteína p17 que  está  insertada  en  la  

superficie  interna  de la membrana lipídica. 

 

La cápside está formada por la proteína p24 (p26 en VIH-2).La proteína p24 es el 

antígeno más fácil de detectar y son los anticuerpos contra él, los que se utilizan para el 

diagnostico de infección por VIH-1 por medio de ELISA. 

 

En la estructura interna o nucleoide se encuentran el genoma viral (ARNmc con 

polaridad positiva) y estabilizado por la nucleoproteínas p7 y todas las enzimas 

necesarias para su replicación (la Transcriptasa Reversa (RT), la Integrasa (IN), la 

Proteasa (PR) y las proteínas reguladoras y accesorias) [9].  
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Figura 2. Estructura partícula vírica VIH [10]. 
 
 

El genoma del virus es un ARN de cadena única formado por dos hebras idénticas de 

9,8 Kb de polaridad positiva. El virón emplea la enzima RT para replicarse, dando lugar 

al ADN proviral que se integra en el genoma de la célula huésped gracias a la enzima 

IN. El genoma viral VIH-1 está compuesto de tres regiones genéticas: 1) gag, que 

codifica proteínas estructurales del centro viral o core, 2) env que codifica 

glicoproteínas de la envoltura y 3) pol que contiene secuencias que codifican la enzima 

RT, endonucleasa y PR virales necesarias para la replicación del VIH-1. Además, estas 

regiones comentadas anteriormente contienen marcos de lectura adyacentes que 

corresponden a genes codificadores de proteínas no estructurales, importantes para la 

funcionalidad biológica del virus (crecimiento, ensamblaje y replicación) [10].  

 

Además, en su forma de provirus, el genoma viral contiene unas secuencias repetidas 

(LTR) que permitirían su integración en el genoma de la célula huésped. Estas regiones 

además contendrían los elementos reguladores de la iniciación de la transcripción viral 

[11]. 
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3. CICLO BIOLÓGICO VIH-1 

 

La infección de las células por el VIH-1 comienza cuando la glucoproteína de la 

cubierta de una partícula vírica se une a CD4 y a un correceptor de quimiocinas; CCR5 

y/o CXCR4 [12]. El gen env es un complejo formado por una subunidad transmembana 

(gp41) y una subunidad externa (gp120) asociada no covalentemente, estas subunidades 

se producen por escisión proteolítica de un precursor (gp160). Este complejo media un 

proceso en múltiples pasos de fusión de la cubierta del virión con la membrana de la 

célula diana (Figura 3). El primer paso de este proceso es la unión de las subunidades 

gp120 a las moléculas de CD4, lo que induce  un cambio conformacional que favorece 

la unión secundaria de de gp120 a un receptor de quimiocinas que actúa como 

correceptor. Esta unión al correceptor induce un cambio conformacional  de gp41, lo 

que expone una región hidrófoba, denominada péptido de fusión, que se inserta en la 

membrana celular y permite que la membrana del virus se fusione con la membrana de 

la célula diana [12].  

 

 

 

Figura 3. Interacción de gp120 con los receptores celulares y cambio de conformación [13]. 
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Una vez que el virión del VIH-1 entra en la célula, las enzimas del complejo de la 

nucleoproteína se activan y comienzan el ciclo reproductor del virus. El núcleo 

nucleoproteínico del virus se rompe, el genoma de ARN del VIH-1 se transcribe en 

forma de ADN bicatenario por la RT vírica, y el ADN del virus entra en el núcleo. Al 

igual que la RT, la IN vírica también entra en el núcleo y cataliza la integración del 

ADN vírico en el genoma de la célula huésped (en el siguiente punto se verá 

detenidamente el mecanismo de integración). El ADN del VIH-1 integrado se denomina 

provirus, se ha visto que el provirus puede no transcribir durante meses o años, con una 

producción escasa o nula de nuevas proteínas séricas o viriones, y de esta forma la 

infección por el VIH-1 de una célula individual puede ser latente [13]. 

 

La transcripción de los genes del provirus (ADN integrado) es regulada por los LTR en 

dirección 5´ a los genes estructurales del virus, mientras que las citocinas u otros 

estímulos fisiológicos de los linfocitos T y/o los macrófagos potencian la transcripción 

de los genes del virus. Los LTR contienen secuencias señal; la secuencia promotora 

TATA, NF-κB y SP1 (sitios de unión para dos factores de transcripción de las células 

del huésped). El inicio de la transcripción genética del VIH en los linfocitos T se asocia 

con la activación de éstos por antígenos o citocinas.  

 

La síntesis de partículas víricas infecciosas maduras comienza después de la producción 

de transcritos de ARN vírico completos y de que los genes víricos se hayan expresado 

como proteínas [14]. La expresión génica del VIH-1 se puede dividir en una fase 

temprana, durante la que se expresan los genes reguladores, y una fase tardía, durante la 

cual se expresan los genes estructurales y se empaquetan los genomas víricos 

completos. En lo que respecta a la expresión de los genes tempranos: la transcripción se 

inicia después de que los factores de transcripción celulares se unan al promotor y a la 

secuencia potenciadota en la región U3 situada corriente arriba de la secuencia LTR. 

Durante la fase temprana las proteínas que son producidas son; nef, tat y rev. La 

proteina nef estimula la replicación VIH-1, se observó que en las células infectadas 

alteraba el tráfico de los endosomas en la célula, reduciendo la expresión del receptor 

CD4 y de los MHC de clase I y II, por lo que protege al VIH de la respuesta del sistema 

inmunológico. También se ha visto que la proteína tat juega un papel muy importante 

potenciando la transcripción. Una señal de localización nuclear dirige la proteína tat al 

núcleo, donde se une a la secuencia TAR (elemento de respuesta a la transactivación) en 



 

26 
 

el extremo 5´ del transcrito naciente. Además de tat, se unen proteínas celulares a la 

secuencia TAR, entre las cuales se encuentra una proteína quinasa, la cual fosforila 

algunos componentes del complejo ARN polimerasa. De manera que la proteína tat 

funciona como un factor de transcripción, pero inusual, porque se une al ARN y no al 

ADN. La otra proteína de expresión temprana es rev, la acumulación de esta en el 

núcleo produce el cambio de la síntesis de proteínas tempranas a proteínas tardías 

mediante su unión al elemento de respuesta a rev (RRE) en el ARN del virus. RRE está 

presente en los transcritos sin reorganizar y en los que lo han sido solo una vez, pero no 

en los reorganizados múltiples veces. Por lo tanto, los genes de expresión tardía son 

traducidos a partir de de transcritos del tamaño del genoma o reordenados una sola vez, 

pero estos ARNs no son exportados del núcleo hasta  que tienen unidas múltiples copias 

de la proteína Rev. En el caso de las proteínas tardías, gag y gag-pol son traducidas a 

partir de transcritos sin reordenar, siendo traducido gag-pol cuando se produce un 

desplazamiento del marco de lectura en los ribosomas.  

 

El resto de proteínas del virus (vif, vpr, vpu y env) son traducidas desde transcritos 

reordenados una sola vez. vpu y env son traducidas en el retículo endoplasmático rugoso 

desde un transcrito bicistrónico, seguidamente env es glicosilado, formando Trímeros de 

env, siendo posteriormente cortados para formar las proteínas de cubierta gp41 y gp120; 

esta escisión es llevada a cabo por una proteasa celular localizada en el aparato de 

Golgi. Por su parte, vpu es una proteína asociada a la membrana y es necesaria para una 

gemación eficiente de los viriones [15]. 

 

Algunos retrovirus forman partículas inmaduras en el citoplasma que luego son 

transportadas a la membrana plasmática, pero la mayoría de retrovirus ensamblan sus 

componentes en la superficie interna de la membrana  plasmática. El grupo amino 

terminal de las proteínas gag-pol se anclan a la membrana plasmática, además los 

dominios de la nucleocápside de gag y gag-pol unen las poliproteínas al ARN del virus 

mediando la formación del dímero genómico. Las proteínas se unen primero a la señal 

de empaquetado cercana al extremo 5´ de cada molécula de ARN, y un ARNt se une a 

la secuencia PBS también situada en el mismo extremo. A continuación, el ARN es 

envuelto en varias copias de la proteína gag y unas pocas de gag-pol. De esta forma, el 

virión inmaduro adquiere su envuelta mediante gemación de la superficie celular. 

Durante o después del proceso de gemación las poliproteínas gag y gag-pol son 
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escindidas por la proteasa viral, de esta forma, los productos de la escisión de gag 

forman la matriz, la cápside y los componentes proteicos de la nucleocápside, mientras 

que los productos de la escisión de Pol son las enzimas del virión (RT, IN y PR) [15] 

(Figura 4). 

 

 

 

Figura 4.  Los últimos pasos del ciclo de replicación del VIH corresponden con la síntesis, el 

ensamblaje de las proteínas virales con el genoma del virus y la producción de las partículas 

virales infectivas maduras [15]. 
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4. INTEGRASA 

 

La importancia del proceso de Integración se reconoció con el descubrimiento del virus 

del Sarcoma de Rous (RSV), identificándose genoma homologo de dicho provirus en el 

ADN de la célula huésped [16]. Posteriormente se demostró que las mutaciones 

selectivas en el gen IN detenían la integración viral y su consiguiente reproducción viral 

[17]. Estos hechos hicieron que la IN fuera una diana terapéutica en los antirretrovirales. 

 

La IN viral es una proteína de 288 aminoácidos (32 kDa) codificada hacia el final del 

gen pol. Es producida como parte del polipéptido precursor gag-pol, de donde es 

escindida por la enzima proteasa [18]. La proteína posee tres dominios independientes: 

A) El dominio N-terminal (aminoácidos del 1 al 49) que porta el dominio HHCC 

análogo a los dedos de zinc (de hecho une Zn2+), lo que posiblemente favorece la 

multimerización, un proceso clave en la integración [19]. B) El dominio central o 

dominio catalítico (aminoácidos del 50 al 212). Toda actividad IN requiere de la 

presencia de un cofactor catiónico (el Mg2+) que es unido en el centro catalítico. C) El 

dominio C-terminal (aminoácidos del 213 al 288) que une ADN de forma inespecífica, 

de manera que su función fundamental es estabilizar todo el complejo (enzima-ADN) 

[18]. 

 

 

4.1. Proceso de integración 

 

Para la integración covalente del ADN proviral en el cromosoma del huésped son 

necesarias dos reacciones. En primer lugar la IN se une a la secuencia corta LTR y 

cataliza la escisión de nucleótidos conocida como procesamiento en 3´, donde un 

dinucleótido es eliminado de cada extremo del ADN vírico. El ADN resultante es 

entonces utilizado como sustrato para la integración covalente del ADN del virus en el 

interior del genoma de la célula infectada. Esta segunda reacción ocurre 

simultáneamente en ambos extremos de la molécula de ADN del virus [18] (Figura 5). 
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Figura 5. Actividad catalítica de IN: se puede observar el procesado 3’ y la reacción de 

transferencia de hebra [18]. 

 

 

 

Estas dos reacciones ocurren de una manera secuencial (in vivo), y son energéticamente 

independientes. En ambos casos se trata de una reacción de trans-esterificación en un 

único paso que consiste en la rotura del enlace fosfodiester por un ataque nucleofílico 

[18]. Numerosas líneas de evidencia soportan que la integración no ocurre de forma 

aleatoria sino que esta ocurre de forma preferente dentro de unidades de transcripción 

[20]. La integración está dirigida fundamentalmente por las interacciones entre el 

complejo pre-integración (ADN del virus unido a la IN) y la cromatina de la célula del 

huésped. Desde el punto de vista de la secuencia de ADN, recientemente se ha 

demostrado que la integración ocurre de forma preferente entre secuencias simétricas 

[21]. 
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5. MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS FARMACOS 

ANTIRRETROVIRALES 

 

Hay más de 30 fármacos antirretrovirales aprobados repartidos en 6 clases diferentes, 

según la diana terapéutica: 1) inhibidores de RT análogos de nucleósidos (NRTIs), 2) 

inhibidores de RT no análogos de nucleósidos (NNRTIs), 3) Inhibidores PR, 4) 

Inhibidores IN, 5) Inhibidores de fusión y 6) Inhibidores de entrada. Pero no todo está 

ganado con el amplio arsenal farmacológico, para una eficacia absoluta se requiere 

adherencia, tolerabilidad y que no tengan interacciones con otros medicamentos.  

 

Cada vez más pacientes infectados por el VIH tienen acceso a los tratamientos 

antirretrovirales combinados (generalmente tres fármacos). Estos tratamientos 

generalmente funcionan bien, manteniendo al virus suprimido y sano al paciente. Sin 

embargo, el tratamiento solo funciona si el virus no es resistente a los fármacos 

utilizados. Hoy en día, algunos pacientes son tratados durante años sin tener ningún 

problema de resistencias, mientras que para otros, las resistencias siguen siendo una 

amenaza para su salud [22]. 

 

Con la aparición de nuevos regímenes mejor tolerados y dosificaciones de una única 

toma, la adherencia a mejorado y los fracasos han disminuido [22]. También hay 

factores farmacológicos que influyen en el desarrollo de resistencias. En general, los 

fármacos antirretrovirales son bien absorbidos y generan altos niveles del medicamento 

capaces de inhibir la replicación del VIH. 

 

 

5.1. Fundamentos biológicos de la creación de resistencias 

 

La creación de resistencias aparece como consecuencia de la replicación residual de 

cuasiespecies víricas mutantes que han podido perdurar debido a regímenes supresivos 

incompletos [23].  

 

El VIH-1 tiene una tasa de mutación muy alta, acumulando casi una mutación por ciclo 
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de replicación [24]. Aunque los individuos normalmente están infectados por uno o 

pocos clones originalmente [25], una cantidad aproximada de 1010 viriones son 

producidos diariamente en individuos sin tratar, lo que resulta en innumerables 

variantes del virus, conocidas comúnmente como cuasiespecies [26]. La complejidad de 

las cuasiespecies del VIH-1 se ve incrementada por la alta tasa de recombinación que 

ocurre cuando más de una variante del virus infecta la misma célula [27]. La capacidad 

de crear nuevas variantes rápidamente permite al VIH-1 evadir al sistema inmunitario y 

fomentar el desarrollo de resistencias ante los antirretrovirales. Las mutaciones de 

resistencia se pueden adquirir mediante presión selectiva (resistencia adquirida) o 

transmitirse de persona a persona (resistencia transmitida) [28]. Entre el 7 y el 17% de  

los pacientes de reciente infección portan al menos una mutación mayor de resistencia 

[22]. 

 

Para algunos agentes antirretrovirales son necesarias múltiples mutaciones de 

resistencia para causar un descenso en la susceptibilidad del virus, sin embargo otros 

requieren tan solo una. El número de mutaciones necesarias para la adquisición de 

resistencia, y lo fácil o frecuente que esta mutación la desarrolla, contribuyen a la 

barrera genética (cuantas más mutaciones sean necesarias para el desarrollo de 

resistencias más alta es la barrera genética) de un agente antirretroviral. Las mutaciones 

de resistencia se pueden dividir entre mutaciones primarias, las cuales disminuyen la 

susceptibilidad del virus al agente antirretroviral, o accesorias, que mejoran el fitness del 

virus y también disminuyen su susceptibilidad. En la figura 6 se ilustra la barrera 

genética y la potencia de algunos antirretrovirales representativos. 
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Figura 6. Esta grafica muestra las barreras genéticas relativas y la potencia de los retrovirales 

[29]. 

 

 

5.2. Inhibidores de transferencia de hebra de integración 

 

Todos los inhibidores de IN clínicamente disponibles se dirigen específicamente a la 

reacción de transferencia de hebra de integración, y por lo tanto se clasifican como 

INSTIs. Tres INSTIs han sido aprobados por el comité para que puedan ser prescritos a 

los pacientes: Raltegravir (RAL), Elvitegravir (EVG) y Dolutegravir (DTG). INSTIs se 

unen dentro del sitio activo de IN y actúan desplazando el residuo terminal 

desoxiadenilato del complejo IN-vDNA [30]. INSTIs contiene un farmacóforo de unión 

a metal para secuestrar los cofactores de metal del sitio activo y un grupo hidrofóbico 

para ayudar en la interacción  vDNA con IN [30]. El primer agente inhibidor de la IN 

fue RAL (Isentres®), el cual fue desarrollado a partir de los estudios de Hazuda et al 
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[31], siendo aprobado en el otoño de  2007. Sus valores de IC50 están en el rango 

nanomolar tanto in vitro como in vivo con un alto índice terapéutico [32]. Por su parte, 

DTG fue el último INSTIs aprobado por la FDA en agosto de 2013. 

 

 

5.3. Resistencias ante los inhibidores de la Integrasa viral 

 

Los virus resistentes a INSTIs se presentan con mayor frecuencia a través de una 

alteración primaria de los aminoácidos que influyen en la coordinación de los cofactores 

metálicos esenciales que se unen dentro del sitio activo (N155 y Q148) [30]. 

Independientemente de las mutaciones de resistencia primarias y secundarias, la 

resistencia cruzada entre INSTIs se ha estudiado [33,34]. RAL y EVG seleccionan 

mutaciones de resistencia similares [35]. Se ha pensado en el uso secuencial de estos 

fármacos ante el fracaso, pero es improbable que  RAL y  EVG puedan ser usados de 

este modo ya que poseen perfiles de resistencia muy similares (Tabla 1) [36]. Las 

resistencias clínicas a RAL están asociadas con 3 mutaciones genéticas primarias (en la 

Tabla 1 se pueden observar las distintas sustituciones): Y143, Q148 o N115. Para EVG 

las resistencias se asocian a las mutaciones: Q148 o N115, así como a T66, E92, T97 o 

S147 [37-40] 

 

 

 

Tabla 1. Resumen mutaciones que crean resistencias a INSTIs. Las mutaciones están 

representadas por la posición numérica y el cambio de aminoácido [36]. 

 

DTG al ser un INSTIs de segunda generación, tiene una barrera genética mayor que 

RAL y EVG [40]. Se ha propuesto que el perfil característico de resistencia de DTG se 
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debe a la mayor cinética de disociación de DTG (71h) para el complejo IN-vDNA, en 

comparación con RAL (8,8h) y EVG (2,7h) [41]. Varias mutaciones de resistencia a 

RAL y EVG muestran mutaciones de bajo nivel a DTG, aun así DTG se puede utilizar 

eficazmente para tratar a los pacientes que han fracasado con regímenes RAL/EVG 

[42].  

 

El uso de DTG para rescatar pacientes que han desarrollado resistencia a RAL ha sido 

estudiado y documentado [43]. En la mayoría de los casos, aparentemente se puede 

obtener algún grado de beneficio al utilizar DTG para tratar a individuos que ya hayan 

desarrollado resistencia ante RAL o EVG. El peligro de retrasar el uso de DTG es que 

un número significativo de individuos, los cuales hayan desarrollado resistencia a RAL 

y/o EVG pueden en ese momento haber perdido la capacidad de responder total y 

eficazmente a un tratamiento con DTG [44]. Por ejemplo, los resultados del estudio 

VIKING ponen de manifiesto los problemas de durabilidad y respuesta de un régimen 

de segunda línea basado en DTG una vez que ya hay mutaciones relevantes contra RAL 

y EVG [43]. 

 

DTG ha demostrado una gran eficacia conteniendo a virus portadores de las mutaciones 

Y143 o N155, y una respuesta mucho más limitada ante los virus con la mutación Q148 

junto con otras mutaciones secundarias adicionales [43]. La actividad antirretroviral de 

DTG contra virus con una sola mutación permanece comparable a su actividad frente al 

tipo salvaje del virus [45]. Esta actividad ante mutantes con una sola de las mutaciones 

se corresponde con la mayor barrera genética para el desarrollo de resistencias (en 

comparación con RAL y EVG) y sugiere que para adquirir resistencia el virus 

necesitaría más de una mutación [40,43]. 
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6. DIVERSIDAD GENÉTICA DEL VIH 

 

 

La diversidad genética del VIH se debe a su alta tasa de variabilidad e inestabilidad 

genética, que veremos a continuación. 

 

El VIH presenta una tasa de error y una generación de nuevas partículas infectivas muy 

altas, por lo que hace que el virus evolucione muy rápido, escapándose del sistema 

inmune del organismo [26]. 

 

6.1. El concepto de cuasiespecie 

 

Como hemos visto anteriormente, la población VIH sufre variaciones genéticas en el 

organismo a medida que se va replicando, debido a la incorporación de nucleótidos 

erróneos, lo que hace que existan virus distintos pero relacionados genéticamente entre 

sí. Estos virus con pequeñas variaciones son denominados cuasiespecies [46]. Estas 

poblaciones siguen un sistema evolutivo basado en Darwin, por lo que las variantes con 

mayor fitness tendrán mayor replicación [47]. Por lo tanto, en la población vírica 

tendremos unas cuasiespecies más homogéneas, que en conjunto proporcionaran una 

secuencia maestra, siendo esta secuencia el genoma vírico predominante que comprende 

las mutaciones más predominantes [46].   

 

Las poblaciones víricas están expuestas a presiones selectivas en el organismo, como la 

medicación, ejerciendo como cuellos de botella, produciendo una selección de las 

cuasiespecies víricas, que tendran mayor capacidad para replicarse [48] (Figura 7). 

 

 



 

36 
 

 
 

Figura 7. Representación esquemática de la dinámica en cuasiespecie. [48] 

 

 
 
Si nos centramos en el efecto del tratamiento antirretroviral veremos que este ejerce una 

presión selectiva, seleccionando aquellas poblaciones víricas que presentan mutaciones 

que confieren resistencia a dicho medicamento (Figura 8). Debido a la alta producción 

de partículas víricas (1010 partículas víricas/día), puede producirse por azar mutaciones 

que confieren resistencia, pero que permanecerán en niveles bajos en la población 

global hasta que se efectué la presión selectiva del tratamiento antirretroviral. Este 

hecho hace que la presión selectiva que ejerce un fármaco haga que las poblaciones se 

deslicen desde las que son sensibles hacia las que tienen mutaciones de resistencia, pero 

las poblaciones sensibles permanecerán en reservorios, con lo cual al cesar la presión 

farmacológica volverá haber un deslizamiento de poblaciones [48]. 
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En las siguientes imágenes vemos la dinámica de las cuasiespecies sin ningún tipo de 

presión selectiva [49]. 

 

 

 
 

 

 

 

Si continua la presión reducirá el número de virus pero algunas partículas persisten. 
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En el caso de  que continuase la presión las poblaciones resistentes serian 

predominantes debido a su mayor fitness. 

 
 

 
 

Figura 8. Selección de cuasiespecies. [49] 
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7. INTRODUCCIÓN A LOS MÉTODOS DE ANÁLISIS FILOGENÉTICO 

 

La filogenia es la ciencia que estudia como han evolucionado los organismos. Si 

hablamos de filogenia molecular, estudia la evolución a partir de la homogeneidad de 

las secuencias ADN o proteínas, de esta forma, cuanto más homogéneas sean las 

secuencias más parentesco presentaran y aumentara la probabilidad de compartir un 

ancestro común. Los estudios filogenéticos se basan en la creación de arboles, que 

relacionan mediante ramas la distancia genética y la relación evolutiva entre varios 

organismos. Posteriormente, estos análisis también se han aplicado al estudio del VIH, 

permitiendo establecer su origen, clasificación y la relación evolutiva entre los distintos 

virus [50]. 

  

7.1 Árboles filogenéticos 

 

El primer paso para realizar un análisis filogenético es el alineamiento de las secuencias, 

de tal forma que los nucleótidos homólogos queden posicionados en la misma columna 

[51], para ello, existen programas bioinformáticos que realizan alineamientos múltiples 

[52]. Una vez que se ha generado el alineamiento de secuencias y se ha seleccionado el 

modelo apropiado de evolución de secuencia, se puede inferir un árbol filogenético. Un 

árbol filogenético sigue una estructura determinada dada por un algoritmo matemático, 

que puede usarse para representar en el caso de VIH relaciones de parentesco entre 

distintos pacientes. La estructura de un árbol filogenético se compone de ramas, nodos y 

raíz. Cada rama corresponde con una secuencia genética, dichas ramas conectan los 

nodos y un nodo es el punto donde el cual dos o más ramas divergen. Las longitudes de 

las ramas que conectan los nodos representan la cantidad de cambios que ocurren entre 

cada nodo. Estas longitudes se calculan directamente desde la alineación y pueden 

variar dependiendo del modelo de evolución que se use. Por lo tanto, a mayor longitud 

de rama mayor divergencia y evolución de la secuencia analizada [53].  Por otro lado, 

las ramas y nodos pueden ser internos o externos, los nodos externos corresponden a las 

secuencias a partir de las cuales deriva el árbol y los nodos internos corresponden a 

hipotéticos ancestros comunes [53,54]. Llamamos cluster filogenético al conjunto de 
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secuencias que divergen de un solo nodo, lo que significa que dicho conjunto se 

originaron a partir de un ancestro común [53].  

 

La reproducibilidad o estabilidad de la topología de los árboles filogenéticos generados 

debe analizarse mediante métodos estadísticos. El más utilizado se denomina 

bootstrapping no paramétrico, que asigna un valor (bootstrap) a cada nodo, expresado 

en forma de porcentaje. Por regla general se considera que un valor de bootstrap  >70% 

representa una probabilidad aproximada del 95% de que la relación filogenética entre 

las secuencias sea real [53, 51]. 

 

Durante el curso de esta tesis se utilizo el métodos de máxima verosimilitud (ML) [55], 

por lo que a continuación se explica dicho método. 

 

 

7.2 Método de Máxima Verosimilitud 

 

En el enfoque ML el árbol seleccionado es el que da mayor probabilidad de producir la 

alineación de múltiples secuencias de entrada [56]. Este enfoque es más lento que la 

metodología Neighbor joining (NJ), ya que deben ser examinadas muchas topologías 

usando una heurística apropiada. El algoritmo de Felsenstein se puede utilizar para los 

cálculos de puntuaciones de probabilidad para los árboles individuales [57]. Esto se 

repite para todas las topologías de árboles posibles y el árbol con la puntuación de 

probabilidad más alta es el árbol con la mayor probabilidad de producir la alineación de 

entrada. Por lo tanto, el número de posibles topologías de árboles aumenta rápidamente 

con el número de taxones. En general, los árboles filogenéticos están bifurcados [56] y 

el numero de topologías de posibles arboles para n taxones esta dado por (2n - 3)! [58], 

lo que da lugar a la posibilidad de un gran número de árboles filogenéticos.  

 

Por lo tanto, el método ML optimiza el ajuste entre el árbol y los datos, a medida que 

busca la topología de árbol que más probablemente dio origen al conjunto de datos a 

estudiar. La máxima verosimilitud es un método de inferencia ampliamente utilizado y 

se considera que produce el resultado más preciso [55]. 
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8. SECUENCIACION GENÓMICA VIH-1 

 

Desde su introducción en la década de los 90 la secuenciación Sanger ha sido la técnica 

principal utilizada para el estudio clínico de pacientes VIH-1. A día de hoy se están 

introduciendo nuevas técnicas en la rutina asistencial para la determinación de 

resistencias, como son las técnicas de secuenciación masiva (UDS o NGS) [59,60], esta 

implementación revoluciono entre otros los estudios filogenéticos [61,62]. El potencial 

de NGS para detectar variantes virales VIH-1 de baja frecuencia (<1%) se ha 

determinado en varios estudios [63], en cambio la secuenciación tradicional Sanger 

presenta un umbral de detección de variantes alrededor del 20% [64, 65] (Figura 9). 

 

 
 

Figura 9. Detección de variables minoritarias mediante secuenciación masiva. 
 

 

Existen varias técnicas NGS para secuenciar VIH-1 [66,67], siendo capaces de generar 

de tres a cuatro órdenes de magnitud  más de información que la secuenciación Sanger 

[68]. Esto hace que para los estudios filogenéticos mediante secuenciación NGS esté 

presente la barrera de la bioinformática, requiriéndose tanto de una formación especial 

para el procesado de secuencias, como de unos ordenadores de gran potencia para 

procesar el gran volumen de datos [69]. Esta problemática ha hecho que se estudien 

nuevos algoritmos filogenéticos que consigan disminuir el tiempo de procesamiento y 

aumentar la cantidad o longitud de secuencias a utilizar [70,71]. Una alternativa es 
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generar una única secuencia consenso NGS, pero algunos estudios no son claros u 

omiten el método utilizado para generar la secuencia consenso NGS [72], otros recurren 

a programación tipo Python para generar una única secuencia consenso NGS [73], 

siendo necesario altos niveles de bioinformática. 

 

Hoy en día tienden a coexistir la secuenciación Sanger con NGS, por lo que ciertos 

estudios presentaran datos conjuntos de estas dos metodologías, siendo necesaria su 

unificación. Además en ciertos estudios filogenéticos de gran escala, donde se maneja 

una elevada cantidad de secuencias sería necesario la simplificación mediante una única 

secuencia consenso.  

 

En el presente doctorado se ha utilizado la tecnología NGS mediante la plataforma 454-

GS Junior por lo que detallaremos esta tecnología a continuación. 

 

8.1 Secuenciación NGS VIH-1 

 

Durante muchos años la secuenciación Sanger ha sido la utilizada para secuenciar el gen 

pol en el estudio de resistencias de pacientes infectados VIH-1. Esta secuenciación daba 

como resultado una única secuencia consenso, en la que cada posición de nucleótido era 

resultado de la base más frecuente en la población vírica [74]. En 2013 se empezó a 

introducir la tecnología NGS en ciertos laboratorios con fines clínicos, como es el 

estudio de resistencias antirretrovirales. Actualmente la compañía Roche Life Sciences 

es la que tiene validado el kit de resistencias VIH-1 para la plataforma 454 GS Junior 

utilizado en 2013-2017 y desde 2017 hizo una adaptación a la plataforma Illumina.  

 

8.1.1 Creación de la librería 

 

Se comenzara realizando las PCR con unos primers específicos de la región pol a 

estudiar, añadiendo a los primers un pequeño fragmento de nucleótidos que serán 

identificativos de cada paciente (MIDs). Una vez estandarizados todos nuestros 
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amplicones a la misma concentración podemos hacer la librería de nuestras muestras. 

Esta creación de librería no será más que el proceso de fragmentación mediante un 

proceso llamado “nebulización”. Cuando tengamos el ADN en fragmentos de 200-800 

pares de bases podemos añadir dos primers que contienen regiones en los extremos 

(adaptadores), permitiendo la amplificación y secuenciación, el adaptador A serán la 

dirección forward, mientras que el B el reverse. Además estos adaptadores contienen 

una secuencia característica TCAG que dará inicio a la secuenciación.  

 

8.1.2 emPCR 

 

La emPCR es una PCR en emulsión, mediante un aceite conseguiremos crear unas 

esferas, donde se introducirán nuestros reactivos y un único fragmento de ADN que 

producirá una PCR monoclonal.  

 

8.1.3 Pirosecuenciación 

 

La emPCR anterior será tratada para eliminar las esferas que no hayan obtenido un buen 

rendimiento de amplificación. Posteriormente se añadirán cebadores complementarios a 

los adaptadores y enzimas necesarios para la pirosecuenciación. La muestra será 

cargada en un chip llamado PicoTiterPlate, que será introducido en el secuenciador.  

 

La pirosecuenciación es la forma de secuenciar de la plataforma 454-GS Junior, la cual 

consiste en destellos de luz producidos por una fuente luminosa que hace que las 

muestras produzcan destellos de luz gracias a la enzima luciferasa que aprovecha el 

pirofosfato liberado al añadirse nucleótidos a la cadena secuenciada. Estos destellos de 

luz serán captados por una cámara CDD (charge-coupled device) que los traducirá a 

nucleótidos en la secuencia. 

 

Un resumen esquematizado de la técnica NGS para plataforma 454 GS-Junior describe 

en la siguiente figura 10. 
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Figura 10. Descripción esquemática del sistema de secuenciación NGS mediante 454 GS-

Junior. 
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9. CORRECCION DE ERRORES NGS  

 

La secuenciación NGS genera hasta millones de lecturas que pueden incluir variantes de 

baja frecuencia o errores de secuenciación, por ello es crucial distinguir con alta 

sensibilidad y especificidad variantes biológicas de los errores del proceso [75, 76].   

 

Hay cuatro tipos de errores básicos de secuenciación: inserción, delección, desajuste y 

bases desconocidas (N's) [79]. El error más frecuente en la plataforma 454 GS Junior 

son los indels (inserción/delección), seguido de las bases desconocidas [77, 78, 79]. 

Estos tipos de errores pueden ser introducidos en las etapas de pre-secuenciación, es 

decir antes en el proceso de preparación de la librería, y/o en el proceso de 

pirosecuenciación (en el caso de 454) [80]. Se ha estimado que 454 tiene una tasa de 

error media aproximada del 1% [68]. Ha sido ampliamente estudiado que dicha 

plataforma pierde precisión a medida que transcurre la secuenciación, disminuyendo la 

calidad, además pierde exactitud en las regiones homopolímeras, aumentando el error 

con la longitud de estas regiones. Este hecho es debido a que en la reacción de 

secuenciación se solapan las distribuciones de intensidades de luz en los ciclos de flujo 

[81, 82].  

 

Podemos observar en casi todas las publicaciones un apartado  donde incluyen la 

metodología de corrección de errores [83-86]. Además varios estudios demuestran la 

necesidad de corrección de errores para generar unos datos fieles para el posterior 

ensamblaje [87]. En el caso del estudio de resistencia frente a antirretrovirales VIH, las 

secuencias son alineadas frente a un genoma de referencia, por lo tanto los errores serán 

traducidos en mutaciones (pudiendo ser primarias) falsas [88], por lo tanto se hace 

evidente la necesidad de un filtrado de secuencias, ya que los posibles errores afectaran 

en la detección de los polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs).  
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9.1 Apoyo tecnológico 

 

Para el proceso de filtrado hace falta partir del archivo fastq generado en el proceso de 

secuenciación. El archivo fastq es la conjunción de las distintas base nucleotídicas junto 

a su calidad de secuenciación, estos valores van desde 0 a 40, por lo que un valor medio 

de calidad será entre 20-25 y valores de 30-40 son buenos (Figura 11). Tras finalizar el 

proceso de secuenciación, la plataforma 454 devuelve un archivo fasta y otro archivo de 

calidad (q), por lo que deberemos producir el archivo fastq mediante script.    

 

 

 

Figura 11. Archivo quality. Los números que aparecen es la calidad numérica de la base 

nucleotídica. 

 

Hay varias herramientas de software que manejan múltiples tecnologías que pueden 

hacer frente a todo tipo de errores [89, 90, 91, 92]. Estos programas tienen distintos 

algoritmos y parámetros para dar soporte para los diferentes tipos de errores comentados 

anteriormente. Estas herramientas pueden tener distintas metodologías que veremos a 

continuación.  

 

Espectro k 

 

El enfoque más utilizado por la mayoría de software de corrección está basado en el 

espectro k. Un k-mer es un segmento de una lectura con k-bases [93]. El conjunto de 

todos los k-mers de una lectura se genera utilizando una ventana deslizante de 

dimensión k. En el proceso de comprobación de errores, dicha ventana se desplaza por 

un elemento y se añade el segmento visible de la lectura al conjunto de espectro. El 

algoritmo se basa en la alineación espectral [93,94], por lo que, si un k-mer aparece 
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menor que un umbral se considera débil, descartando estas secuencias que podrían 

contener posibles errores.  

 

Alineación basada en secuencia múltiple 

 

Los softwares basados en la alineación de secuencias múltiples se centran en alinear las 

lecturas para identificar la superposición entre ellas. Los métodos utilizan diferentes 

algoritmos [95] para construir secuencias consenso más probables a partir del conjunto 

de secuencias. Las secuencias que contengan k-mers erróneos fallarán en el proceso de 

alineación, provocando la eliminación de esas secuencias. Posteriormente, estas 

secuencias se enfrentaran a una secuencia de referencia y mediante unos parámetros de 

calidad establecidos (profundidad de secuenciación, longitud de secuencia, calidad) 

determinara si dichos SNPs presentes son anomalías.     

 

 

Modelos basados en probabilística 

 

Los modelos basados en probabilística utilizan el algoritmo de maximización de 

expectativas para determinar la base correcta en cada posición calculando la 

probabilidad de las variantes existentes en esa posición específica.  
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La utilización de la secuenciación masiva en muestras de ADN proviral y plasma para la 

determinación de resistencias antirretrovirales, con los adecuados métodos 

bioinformáticos de corrección permiten aumentar la calidad de los resultados y de la 

información para su utilización en la clínica.    
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El empleo NGS da múltiples ventajas, al producir millones de secuencias permite la 

detección de mutaciones por debajo del umbral Sanger (aproximadamente 20%), por lo 

que mejora la toma de decisiones a la hora de seleccionar el tratamiento, tanto en 

pacientes naïve, como en pacientes con fallos en varias líneas de tratamiento. Dicho 

estudio de resistencias se puede realizar en plasma sanguíneo, pero en ciertas ocasiones 

(viremias muy bajas o indetectabilidad de carga viral) también puede realizarse en ADN 

proviral, observando mutaciones que han quedado de forma latente. Estudios en ADN 

proviral pueden ser útiles en casos de simplificación de tratamiento, siendo un caso 

importante la simplificación en pacientes que contienen RAL hacia una o dos tomas al 

día de DTG, dependiendo de la presencia o no de determinadas mutaciones. Por ello nos 

propusimos analizar la presencia de mutaciones de la región IN en ADN proviral, 

observando la posibilidad de simplificar la línea de tratamiento RAL hacia DTG. 

 

A día de hoy, siguen conviviendo la tecnología Sanger y NGS en el estudio de 

resistencias antirretrovirales. Este hecho hace que en estudios multicéntricos se tenga 

que estandarizar los resultados NGS hacia Sanger, incluso en ciertas bases de datos VIH 

europeas o mundiales es necesaria la introducción de una secuencia consenso tipo 

Sanger. Todo ello hace necesario la simplificación de las miles de secuencias NGS 

hacia una única secuencia consenso, pero no existen datos sobre como puede 

representar esta secuencia consenso a la secuencia tipo Sanger. Por otra parte, la 

tecnología NGS puede producir ciertos errores, tanto en el proceso de secuenciación 

como en el procesado de muestras. Por lo tanto, es necesaria la revisión de los datos 

obtenidos, eliminando los posibles errores. Dicho paso nos aumentara la exactitud de 

nuestros resultados en varios estudios, como son; el estudio de resistencia, obtención de 

secuencia consenso, estudios filogenéticos, etc. Por lo tanto, en este doctorado se 

pretende obtener el máximo rendimiento de las herramientas bioinformáticas para el 

manejo de datos NGS.  

 

Todos estos interrogantes han sido los que nos han inducido a realizar el presente 

trabajo, cuyos objetivos se exponen a continuación. 
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Objetivo principal 

 

1) Aplicación de NGS al manejo de las resistencias a antirretrovirales y a la 

epidemiologia molecular en la infección por VIH. 

 

 

Objetivos específicos 

 

1) Estudiar a partir de muestras de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) 

si DTG se puede utilizar como fármaco de rescate ante situaciones de fracaso a  RAL, y 

cuál debe ser su pauta de dosificación.  

 

2) Comparar los  resultados obtenidos mediante secuenciación poblacional con NGS. 

 

3) Analizar los resultados NGS con diferentes herramientas bioinformáticas, mejorando 

la detección de mutaciones y la eliminación de posibles errores. 

 

4) Establecer cuál es el mejor umbral de corte para la obtención de una secuencia 

consenso de las obtenidas por NGS, representativa de la secuencia tipo Sanger. 
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Abstract 

 

Background: In our study, we have hypothesized that proviral DNA may show the 

history of mutations that emerged at previous failures to a Raltegravir containing 

regimen, in patients who are currently undetectable and candidates to simplification to a 

Dolutegravir containing regimen, in order to decide on once a day or twice a day 

dosing. 

 

Methods: We have performed a pilot, observational, retrospective, non interventional 

study, including 7 patients infected by HIV-1, all with a history of previous failure to a 

RAL containing regimen, that were successfully salvaged and had reached viral 

suppression. A genotypic viral Integrase region study was available for each patient at 

the moment of RAL failure. After an average (IQR) time of 48 months (29–53) 

Integrase resistance mutations in proviral DNA were studied. 

 

Results: All the patients were infected by HIV-1 B subtypes, with a mean age of 55 

(range 43 to 56), originating from Spain, and 4 were women. Median viral load (log) 

and CD4 count at the moment of the study on proviral DNA was of 1.3 log cp/ml (range 

0–1.47) and 765.5 cells/μL (range; 436.75–1023.75). The median time (IQR) between 

previous failure to RAL and the study on proviral DNA was 48 (29–53) months. At 

Raltegravir failure, N155H was detected in four patients, and other secondary mutations 

were detected in five patients (71.4 %). In proviral DNA, N155H was detected by 

population sequencing in three patients (42.8 %), and UDS demonstrated a 9.77 % 

relative abundance of N155H in the remaining patient. Sanger sequencing correctly 

identified all the secondary mutations. 

 

Conclusion: This is a pilot study that demonstrates the possibility of properly 

identifying N155H and some secondary mutations 29–53 months after failure. 

 

Keywords: HIV, Integrase, Proviral DNA, Raltegravir, Dolutegravir 
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Background 

 

For the last 6 years, Raltegravir (RAL), the first strand Integrase transfer inhibitor (INIs) 

approved, has played a relevant role on the treatment of HIV infection, both for naive 

and pretreated patients [1]. 

 

Nowadays, Elvitegravir (EVG) and Dolutegravir (DTG), two new INIs have become 

available. EVG is a first generation drug and shares its resistance profile with RAL, 

whereas DTG is a second generation INI with a high antiviral effect, and excellent 

efficacy and safety profile. Although DTG has a high genetic barrier to resistance, its 

activity may be limited by certain combination of resistance mutations that may 

accumulate during failure to RAL [2]. The ocurrence of these mutations is not frequent 

[3] and the use of DTG to salvage patients who have developed resistance to RAL has 

been well studied and documented [4, 5]. DTG has a long plasmatic half-life, so it can 

be dosed once a day (QD) on patients without preexistent resistance to INIs; if the 

patient to be treated is infected by viruses carrying any resistance mutation to INIs, then 

DTG has to be dosed twice a day [6, 7] (BID). If the resistance profile at failure was not 

documented, patients with a prior failure to RAL need to be treated BID, as this is the 

safest approach.  

 

In our study, we have hypothesized that proviral DNA may show the history of 

mutations that emerged at failure to RAL, and we attempted to provide the proof of 

concept that testing proviral DNA may be used as a sentinel for RAL mutations, in 

patients who are currently undetectable and candidates to simplification to a DTG 

containing regimen. 

 
 
 

Methods 

 

We have performed a pilot, observational, retrospective, non interventional study, 

including 7 patients infected by HIV-1, all with a history of previous failure to a RAL 

containing regimen, that were successfully salvaged and had reached viral suppression. 

A genotypic viral Integrase region study was available for each patient at the moment of 
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RAL failure. After an average (IQR) time of 48 months (29–53), Integrase resistance 

mutations in proviral DNA were studied.  

 

Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) were separated by Ficoll gradient 

centrifugation, washed, counted and pelleted to 5x106 leukocytes aliquots, that were 

used for DNA extraction with QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit (QIAGEN). DNA 

was quantified by spectrophotometry (NanoDrop, ThermoScientific). 

 

Integrase was amplified using a nested-PCR. For the first round of amplification, we 

used outer primers IN1F (5′-GGAAAAGGTCTACCTGTCATGGGT-3′) and IN1R (5′- 

GGAGAAAGAGACTGGCATTTGG-3′) and the following PCR profile: 94 °C/2′; (94 

°C/15′′; 60 °C/30′′; 72 ° C/45′′) x35 cycles; 72 °C/7′; 4 °C. This profile was used for the 

nested PCR, using inner primers INR2F (5′- 

TGGAGGAAATGAACAAGTAGATAAATT-3′) and (INT2R: 5′-

GGGTCTGCATACAGGAGAAA-3′).  

 

For Sanger sequencing, we used a bidirectional sequencing protocol and the Thermo 

Sequenase Dye Primer Manual Cycle Sequencing Kit (Affymetrix USB), which was 

optimized for the TruGene/OpenGene DNA sequencing system (SIEMENS); 

sequencing primers were P1F:5′- Cy5.5-GTAGCCAGCTGTGATAAATGTC-3′) and 

P2R (5′- Cy5-CTGCCATTTGTACTGCTGTCT-3′), allowing to sequence 414 

nucleotides in the Integrase region, covering positions 40 to 178. The amplification 

profile was: 94 °C/5′; (94 °C/20′′; 62 °C/20′′; 72 °C/2′) x30 cicles; 70 ° C/5′; 4 °C. The 

obtained sequences were aligned and combined using OpenGene Geneobjects™ 

software, and fasta sequences were interpreted Stanford HIV Database Versión 7.0 [8].  

 

Ultra Deep Sequencing (UDS) was done using an HIV-1 UDS prototype (Roche 

diagnostics) and the 454 GS Junior (Roche 454 Life Sciences Branford, CT). As 

template for the UDS PCR, we used the same amplification products as for standard 

Sanger sequencing following from this point the manufacturer’s recommendations. 

Once UDS was performed, sequences were exported by AVA (GS Amplicon Variant 

Analyzer, Roche) software and interpreted by DeepChek®- VIH (ABL, SA) software, 

using for interpretation the same Stanford version as for Sanger sequencing.  
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This was a retrospective, non-interventional study, and patient information was 

anonymized and de-identified prior to analysis. 

 
 
 

Results 

 

All the patients were infected by HIV-1 B subtypes, with a mean age of 55 (range 43 to 

56), originating from Spain, and 4 were women. Median viral load (log) and CD4 count 

at the moment of the study on proviral DNA was 1.3 log cp/ml (range 0–1.47) and 

765.5 cells/ml (range; 436.75-1023.75). The median time (IQR) between previous 

failure to RAL and the study on proviral DNA was 48 (29–53) months. Detailed 

information on baseline characteristics is shown in Table 1. 

 
 

 
 
 
 

 

Table 2 shows the correlation on resistance mutations (Sanger sequencing) detected at 

RAL failure in plasma and on proviral DNA, after a median period of 48 months of 

being undetectable. At failure, N155H was detected in four patients, and other 

secondary mutations were detected in five patients (71.4%). In proviral DNA, N155H 

was detected by population sequencing in three patients (42.8%), and UDS 

demonstrated a 9.77% relative abundance of N155H in the remaining patient. Sanger 

sequencing correctly identified all the secondary mutations. We observed that proviral 
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DNA and plasma RNA drug resistance mutations and polymorphisms were highly 

concordant. 
 
 

 
 
 
 
 

Discussion 

 

Dolutegravir has shown excellent efficacy and safety in individuals infected by HIV 

both in naïve [9], and patients with prior exposure to RAL [10]. Only the accumulation 

of Q148H/R/K, together with other secondary mutations broadens DTG activity [11]. 

The VIKING study evaluated Dolutegravir dosing, demonstrating a higher efficacy, 

tolerability and safety when dosing DTG 50 mg [10] twice a day (BID) for patients with 

resistance mutations in the Integrase. While BID is the safest approach, DTG is only 

recommended 50 mg once a day (QD) for patients with no resistance against Integrase 

inhibitors. For some patients who have not been tested for Integrase resistance at failure, 

and have been effectively suppressed with a new antiretroviral regimen, BID remains 
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the safest dosing strategy, but QD could possibly play a role, reducing the cost of the 

new regimen.  

 

Proviral DNA may be a useful tool to investigate the presence of resistance mutations 

[12–14], especially in patients who as a consequence of antiretroviral therapy are 

virologically suppressed. 

 

In our study, using Sanger sequencing of the Integrase region of proviral DNA, we 

could correctly identify failing selected mutations in 6/7 patients. Although for the 

remaining patient we could not demonstrate the failing mutation with Sanger 

sequencing, using a more sensitive test [15], resulted in the correct identification of the 

failing mutations [N155H (9.7 %) and T97A (12.42 %)] suggesting that, given the 

superiority of massive parallel sequencing, this should be the tool recommended for 

testing proviral DNA in virologically suppressed patients, although at present it is an 

expensive tool that may not be feasible in some laboratories.  

 

Although the sampling time in patients 2, 3 & 7 exceeded the half-life of the HIV-1 

reservoir, this did not interfere in the correlation between the failing sample and proviral 

DNA testing. Despite some studies have demonstrated that the latent viral reservoirs 

half-life is from four to six months in patients who start therapy in the acute infection 

stage, there are other studies in chronically infected patients who have shown a half-

time of 44 months [16, 17]. 

 

Our study has certain limitations. First, only subtype B patients have been included, so 

the methodology needs to be validated for other subtypes. Secondly, only the N155H 

pathway was confirmed in some patients and it is possible that resistance pathways 

other than N155H, that could have emerged before N155H was established, may have 

been archived in the proviral DNA of the patients compromising DTG activity. 
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Conclusions 

 

In summary, despite the limitations of our study, which is just a pilot study that should 

be confirmed in further studies, we have shown the proof of concept that for patients 

who failed a Raltegravir containing regimen in the past, who are currently virologically 

suppressed, and lack the resistance information at failure, studying Integrase resistance 

in the proviral DNA accurately reflects the possibility of properly identifying N155H 

and some secondary mutations 29–53 months after failure. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

62 
 

 

References 

 

1. Rockstroh JK, DeJesus E, Lennox JL, Yazdanpanah Y, Saag MS, Wan H, et al. 

Durableefficacy and safety of raltegravir versus efavirenz when combined with 

tenofovir/emtricitabine in treatment-naive HIV-1-infected patients: final 5-year results 

from STARTMRK. J Acquir Immune Defic Syndr. 2013;63(1):77–85. 

2. Carganico A, Dupke S, Ehret R, Berg T, Baumgarten A, Obermeier M, et al. New 

dolutegravir resistance pattern identified in a patient failing antiretroviral therapy. J Int 

AIDS Soc. 2014;17(4 Suppl 3):19749. 

3. Codoñer FM, Pou C, Thielen A, García F, Delgado R, Dalmau D, et al. Dynamic 

escape of pre-existing raltegravir-resistant HIV-1 from raltegravir selection pressure. 

Antiviral Research. 2010;88(3):281–6. 

4. Blanco JL, Martinez-Picado J. HIV Integrase inhibitors in ART-experienced patients. 

Curr Opin HIV AIDS. 2012;7(5):415–21. 

5. Garrido C, Soriano V, Geretti AM, Zahonero N, Garcia S, Booth C, et al. Resistance 

associated mutations to dolutegravir (S/GSK1349572) in HIVinfected patients-Impact 

of HIV subtypes and prior raltegravir experience. Antiviral Res. 2011;90(3):164–7. 

6. Katlama C, Murphy R. Dolutegravir for the treatment of HIV. Expert Opin Investig 

Drugs. 2012;21(4):523–30. 

7. Rathbun RC, Lockhart SM, Miller MM, Liedtke MD. Dolutegravir, a Second- 

Generation Integrase Inhibitor for the Treatment of HIV-1 Infection. Ann Pharmacother. 

2014;48(3):395–403. 

8. Stanford HIV Database Version 7.0. http://hivdb.stanford.edu/. Accessed 05 Dec 

2015. 

9. Van Lunzen J, Maggiolo F, Arribas JR, Rakhmanova A, Yeni P, Young B, et al. 

Once daily dolutegravir (S/GSK1349572) in combination therapy in antiretroviralnaïve 

adults with HIV: planned interim 48 week results from SPRING-1, a doseranging, 

randomised, phase 2b trial. Lancet Infect Dis. 2012;12(2):111–8. 

http://hivdb.stanford.edu/


 

63 
 

10. Eron JJ, Clotet B, Durant J, Katlama C, Kumar P, Lazzarin A, et al. Safety and 

efficacy of dolutegravir in treatment-experienced subjects with raltegravirresistant HIV 

type 1 infection: 24-week results of the VIKING Study. J Infect Dis. 2013;207(5):740-

8. 

11. Castagna A, Maggiolo F, Penco G, Wright D, Mills A, Grossberg R, et al. 

Dolutegravir in antiretroviral-experienced patients with raltegravir.and/or elvitegravir-

resistant HIV-1: 24-week results of the phase III VIKING-3 study. J Infect Dis. 

2014;210(3):354–62. 

12. Chew CB, Potter SJ, Wang B, Wang YM, Shaw CO, Dwyer DE, et al. Assessment 

of drug resistance mutations in plasma and peripheral blood mononuclear cells at 

different plasma viral loads in patients receiving HAART. J Clin Virol. 

2005;33(3):206–16. 

13. Coovadia A, Hunt G, Abrams EJ, Sherman G, Meyers T, Barry G, et al. Persistent 

minority K103N mutations among women exposed to single-dose nevirapine and 

virologic response to nonnucleoside reverse-transcriptase inhibitor-based therapy. Clin 

Infect Dis. 2009;48(4):462–72. 

14. MacLeod IJ, Rowley CF, Thior I, Wester C, Makhema J, Essex M, et al. Minor 

resistant variants in nevirapine-exposed infants may predict virologic failure on 

nevirapine-containing ART. J Clin Virol. 2010;48(3):162–7.  

15. García F, Álvarez M, Bernal C, Chueca N, Guillot V. Laboratory diagnosis of HIV 

infection, viral tropism and resistance to antiretrovirals. Enferm Infecc Microbiol Clin. 

2011;29(4):297–307. 

16. Quercia R, Dam E, Perez-Bercoff D, Clavel F. Selective-advantage profile of human 

immunodeficiency virus tipe 1 Integrase mutants explains in vivo evolution of 

raltegravir resistance genotypes. J Virol. 2009;83(19):10245–9. 

17. Zhang L, Ramratnam B, Tenner-Racz K, He Y, Vesanen M, Lewin S, et al. 

Quantifying residual HIV-1 replication in patients receiving combination antiretroviral 

therapy. N Engl J Med. 1999;340(21):1605–13. 

 

 



 

64 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Validación de un método seguro y sencillo 

para la elaboración de secuencias consenso 

del virus de la inmunodeficiencia humana a 

partir de los datos de secuenciación masiva 

454 
 
 
Enfermedades infecciosas y microbiología clinica. 2016 Oct 3. 

Doi: 10.1016/j.eimc.2016.08.008 
 
 
 
Jose Ángel Fernández-Caballero-Ricoaa, Natalia Chueca-Porcunaa, Marta Álvarez-
Estéveza, María del Mar Mosquera-Gutiérrezb, María Ángeles Marcos-Maesob y 
Federico Garcíaa 
 
 
a. Servicio de Microbiología Clínica, Hospital Universitario San Cecilio, Complejo 
Hospitalario Universitario Granada e Instituto de Investigación IBS, Granada, España 
b. Servicio de Microbiología Clínica, Centro de Diagnóstico Biomédico, Hospital 
Clínic, Universidad de Barcelona, Barcelona, España 

2 



 

65 
 

Abstract 

 

Objective: To show how to generate a consensus sequence from the information of 

massive parallel sequences data obtained from routine HIV anti-retroviral resistance 

studies, and that may be suitable for molecular epidemiology studies. 

 

Material and methods: Paired Sanger (Trugene-Siemens) and next-generation 

sequencing (NGS) (454 GSJunior-Roche) HIV RT and protease sequences from 62 

patients were studied.NGSconsensus sequences were generated using Mesquite, using 

10%, 15%, and 20% thresholds. Molecular evolutionary genetics analysis (MEGA) was 

used for phylogenetic studies. 

 

Results: At a 10% threshold, NGS-Sanger sequences from 17/62 patients were 

phylogenetically related, with a median bootstrap-value of 88% (IQR 83.5-95.5). 

Association increased to 36/62 sequences, median bootstrap 94% (IQR 85.5-98)], using 

a 15% threshold. Maximum association was at the 20% threshold, with 61/62 sequences 

associated, and a median bootstrap value of 99% (IQR 98-100). 

 

Conclusion: A safe method is presented to generate consensus sequences from HIV-

NGS data at 20% threshold, which will prove useful for molecular epidemiological 

studies. 
 

 

Keywords: Human immunodeficiency virus, Phylogeny, Next generation sequencing, 

Thresholds 
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Introducción 

 

Recientemente, un buen número de servicios de microbiología clínica han adoptado las 

técnicas de secuenciación masiva (next generation sequencing [NGS]) para los estudios 

de resistencias a antirretrovirales en pacientes VIH. La capacidad de NGS en la 

detección de variantes virales de baja frecuencia se ha determinado en varios estudios1, 

disminuyendo la sensibilidad en la detección de mutaciones de resistencia hasta niveles 

del 1% (variantes minoritarias), lo que proporciona ventajas para la elección de la mejor 

línea de tratamiento y evitar el fracaso al tratamiento2,3. En nuestro país, uno de los 

motivos de la instauración de NGS para la detección de resistencias a antirretrovirales 

ha sido la discontinuación de los métodos de secuenciación Sanger comerciales por 

alguno de los proveedores. 

 

Las secuencias de proteasa (PR) y transcriptasa reversa (RT) obtenidas de los ensayos 

para determinar resistencias se utilizan a menudo por parte de investigadores en estudios 

de epidemiología molecular, mediante el empleo de técnicas de filogenética y 

filodinámica4. Con la introducción de las técnicas de NGS, esta información se puede 

perder debido a que el manejo y el almacenamiento de las secuencias para este tipo de 

estudios son complejos; además, si las secuencias de NGS no se tratan apropiadamente, 

pueden aportar resultados equivocados. Para emplear las secuencias de NGS en estudios 

filogenéticos se requiere tanto una formación especial para el procesado de secuencias, 

como de ordenadores de gran potencia para procesar el gran volumen de datos 

obtenidos5. Para los estudios de epidemiología molecular, una alternativa es generar una 

única secuencia consenso de NGS, pero algunos estudios no son claros u omiten el 

método utilizado para generarla6; además, no conocemos con certeza cuál es la 

representatividad de esta consenso de NGS de la secuencia obtenida por Sanger, y cómo 

influyen los puntos de corte que utilicemos para generar dicho consenso. 

 

El objetivo de nuestro trabajo ha sido determinar cuál es el mejor umbral de corte para 

la obtención de una secuencia consenso NGS que sea representativa de la secuencia tipo 

Sanger y que pueda ser utilizada en estudios de epidemiología molecular. 
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Métodos 

 

Para nuestro estudio hemos utilizado secuencias de 62 pacientes naïve del periodo 

2014-2015, nuevos diagnósticos VIH, referidos para estudios de resistencias a 

antirretrovirales. Las secuencias tipo Sanger se obtuvieron utilizando Trugene®HIV-1 

Genotyping (Siemens-[NAD]). Para NGS utilizamos el kit GS V Type HIV-1 Drug 

Resistance Primer (Roche) para 454 GS-Junior, partiendo del mismo ARN. Las 

secuencias consenso de NGS se generan mediante el software Mesquite v. 2.75, 

seleccionando umbrales de corte del 10, del 15 y del 20%. Previo a la utilización de 

Mesquite se efectúa un filtrado de las secuencias, utilizando los comandos fastq filter 

del software Usearch según longitud deseada de amplicón y calidad de secuencia (> 30 

Q). Mesquite7 es un programa que funciona mediante iconos y pestañas, siendo 

intuitivo. Para su utilización es necesario exportar las secuencias filtradas en formato 

pfam y seleccionar el umbral de corte para la creación de la secuencia consenso, 

exportándola en formato fasta. Posteriormente, las secuencias del gen pol (PR 4-99; RT 

38-247) se procesan, alinean mediante MUSCLE en MEGA 6.06 y se generan árboles 

filogenéticos mediante el método de máxima verosimilitud, utilizando el modelo 

General Time Reversible (GTR) para el cálculo de las distancias evolutivas, con una 

distribución gamma equivalente a 1,89, obtenido con Find-Model DNA y utilizando 

remuestreo de bootstrap con 1.000 réplicas para construir los árboles filogenéticos 

consenso. Para definir una relación entre secuencias se tienen en cuenta solo las ramas 

pertenecientes a clusters con un valor de bootstrap superior al 75%. 

 

Finalmente, los árboles son procesados en FigTree v. 1.4.2. El análisis del subtipo viral 

se realizó utilizando REGA HIV-1 Subtyping Tool v. 3.0. 

 
 
 

Resultados 

 

Nuestro estudio ha incluido 62 pacientes VIH-1, naïve, mediana de edad de 37 años 

(IQR 30-45), carga viral (mediana) 74.900 cp/ml (IQR 20.715-176.250), recuento de 

CD4 (mediana) 430 células/ml (IQR 48,5-567,78); el 82% eran hombres. 

Para evaluar la concordancia entre las secuencias consenso de NGS con diferentes 

umbrales y la secuencia original de Sanger hemos analizado el número de secuencias 
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que se asocian por pares entre sí, y los valores de bootstrap entre los pares. Utilizando 

un umbral de corte al 10% se observa que solo en 17/62 (27%) pacientes las secuencias 

Sanger están pareadas con NGS de la misma muestra, y en estas, la mediana de 

bootstrap fue del 88% (IQR 83,5-95,5). Aumentando el umbral al 15%, las secuencias 

se asocian por pares en 36/62 (58%) pacientes, con una mediana de bootstrap del 94% 

(IQR 85,5-98). Al 20%, esto sucede en 61/62 pacientes con una mediana de bootstrap 

del 99% (IQR 98-100) (fig. 1); para el caso en que la secuencia de NGS no se asocia 

con la secuencia de Sanger, detectamos un gran número de diferencias entre bases. 

 

 

 
 

 

La mayoría de los pacientes estaban infectados por subtipo B (77,4%), seguido de 

CRF02 AG (12,9%), A y F (3,2%) y C y G (1,6%). Utilizando consenso NGS umbral 

10% y 15% se observan 2 casos discordantes respecto al subtipo Sanger: un caso 

subtipo B-NGS y A1-Sanger, y otro desde subtipo CRF03 AB-NGS y A1-Sanger. Estas 

diferencias desaparecen al utilizar las secuencias consenso NGS umbral 20% (tabla 1).  
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La figura 2 muestra la gráfica bootscan del subtipado en la segunda muestra 

discordante. 
 

 

 

 

 

 

Discusión 

 

Los estudios filogenéticos en VIH8,9, en concreto los estudios de parentesco, dinámica 

de la epidemia VIH y de subtipado molecular utilizando la secuencia del gen pol, se han 

utilizado entre otros fines para conocer redes y nodos de transmisión del VIH, así como 

redes migratorias de los diferentes subtipos. Para estos objetivos la mayoría de los 
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estudios publicados, a nivel internacional10 y a nivel local11,12, han utilizado la 

secuenciación de tipo Sanger. Algunos de estos estudios han utilizado toda la 

información obtenida mediante NGS13, pero por lo general se intenta generar una única 

secuencia consenso, habitualmente mediante comandos informáticos complejos. La 

transición desde la secuenciación Sanger a NGS para el estudio del gen pol en el 

análisis de mutaciones de resistencia ha provocando un cambio en el tipo de secuencias 

que manejamos en los servicios de microbiología clínica y paradójicamente puede 

suponer un freno para los estudios locales de epidemiología molecular de VIH en 

nuestro país. En nuestro trabajo proponemos la utilización de Mesquite, un software 

intuitivo, de fácil manejo y sin necesidad de comandos, que simplifica la obtención de 

la secuencia consenso a partir de secuencias obtenidas mediante NGS, demostrando que 

utilizando un umbral del 20% para generar esta consenso obtenemos una información 

segura, fiable y de idénticas características que la secuencia Sanger, que puede ser 

utilizada en estudios de epidemiología molecular, obviando la problemática actual de las 

secuencias obtenidas mediante NGS. 

 

Como podemos observar en nuestro estudio, para poder utilizar con seguridad las 

secuencias consenso en estudios de epidemiología molecular en VIH, y para que la 

secuencia sea representativa de la secuencia tipo Sanger, debemos elevar el umbral de 

corte hasta el 20%. Solo así hemos conseguido una mediana de bootstrap del 99% (IQR 

98-100) entre las secuencias consenso de NGS y la tipo Sanger. Con umbrales del 10 o 

del 15% el porcentaje de secuencias que se asocian por pares NGS-Sanger y la mediana 

de bootstrap son insuficientes. Además, la variabilidad llega a ser tal que hasta en la 

asignación del subtipo viral se cometen errores, hecho que se corrige con el consenso al 

20%. Estas discrepancias son debidas a la multitud de bases ambiguas generadas con 

umbral 10 y 15%, con una disminución del soporte estadístico para la correcta 

adjudicación del subtipo viral. 

 

Una parte importante en los estudios de epidemiología molecular es el proceso de 

alineación de secuencias, teniendo como objetivo aproximar posiciones homólogas en 

base a la verdadera historia evolutiva de las secuencias14. El problema de la utilización 

de secuencias consenso NGS 10% y 15% en tales estudios radica en la presencia de 

regiones ambiguas, presentando una incertidumbre sustancial, evitando la robustez de 
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análisis estadísticos tanto filogenéticos15 como de subtipado, obteniendo resultados que 

no se corresponden a lo esperado. 

Es importante indicar que la metodología que presentamos aquí es apropiada para 

obtener secuencias consenso para su uso en estudios de epidemiología molecular de 

VIH, pero no para el análisis de mutaciones de resistencia. La mayor sensibilidad de 

NGS para detectar variantes minoritarias y su utilidad clínica han sido estudiadas con 

detalle1-4. NGS proporciona una información muy valiosa respecto de la proporción 

relativa de una mutación con respecto al total de virus circulantes, información que se 

perdería al obtener la secuencia consenso. 

 

En resumen, en nuestro trabajo presentamos una metodología que permite generar 

secuencias consenso que son representativas de la secuencia Sanger para su uso en 

estudios de epidemiología molecular, siendo necesario efectuar un procesado de las 

secuencias y utilizar puntos de corte de al menos el 20%. 
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Abstract 

 

Next-generation sequencing prototypes for the routine diagnosis of resistance to 

antiretrovirals approved for the treatment of HIV infection are now being used in many 

clinical diagnostic laboratories. As some of the next-generation sequencing platforms 

may be a source of errors, it is necessary to improve the currently available protocols 

and implement bioinformatic tools that may help to correctly identify the presence of 

resistance mutations with clinical impact. Several studies have addressed these issues in 

recent years. Some of them are mainly focused on improving protocols for decreasing 

the magnitude of errors during the polymerase change reaction. Other studies propose 

specific bioinformatic tools, able to reach both a 93-98% reduction of indels 

(insertions/deletions) and a sensitivity and specificity close to 100% in single nucleotide 

polymorphism variant calling. The implementation of new protocols and bioinformatic 

tools improving the accuracy of next-generation sequencing results must be considered 

for a correct analysis of HIV resistance mutations for making clinical decisions. This 

review summarizes the most relevant data available for the optimization of next-

generation sequencing applied to HIV resistance testing.  

 

 

Key words: HIV. NGS. 454. Denoising. Filter. Indel. 
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Introduction 

 

Next-generation sequencing (NGS) has revolutionized the studies of genomics 

characterization applied to virology1-4. This technology allows generating a large 

amount of information in short periods of time and at a relatively low cost5. In RNA 

viruses, such as HIV, high rates of error-prone mutations during viral replication 

generate a multitude of genetically diverse but similar variants known as quasispecies6. 

The NGS technologies are very useful for the genetic characterization of HIV infection, 

allowing an in depth analysis of the spectrum of variants present in an HIV-infected 

patient7-9. NGS has a technical limit of detection of 0.01% and a clinical threshold 

above 1% for mutations present on the viral population compared with the 15-20% 

obtained using Sanger (population) sequencing. Therefore10-12, NGS provides both 

technical and clinical improvements for the detection of resistance to antiretroviral 

drugs against HIV infection13. More specifically, NGS improvements are especially for 

choosing first-line antiretroviral regimens including drugs with low genetic barrier for 

resistance14-16. This is the case for the non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors 

(NNRTI) (i.e. efavirenz)17, and potentially also for integrase inhibitors (INI) in the next 

future. In addition, NGS has also proven to be of value for salvage therapy14 and as a 

surrogate of the cumulative resistance in the failing patient. 

 

The 454 GS Junior platform (454 Life Sciences/ Roche Diagnostics) has been widely 

used across some countries for testing HIV resistance mutations in the clinical setting18-

20 in the last two years. Roche Diagnostics has distributed a prototype allowing 

sequencing reverse transcriptase (RT), protease and integrase fragments, with an 

appropriate amplicon length of 300-500 base pairs (bp), which include all resistance 

associated codons described to date21. 

 

Although technically sound, 454 technologies have several handicaps. As the method is 

based on pyrosequencing, homopolymeric regions serve as an error source leading 

frequently to insertions and deletions (indels)22. In addition, the quality of the reads 

decreases at the end of the reaction23. Finally, an additional source of error for HIV 

resistance analysis is that the protocol is based on a reverse transcribed polymerase 

chain reaction (RT-PCR). These errors may highly impact the quality of the sequences, 
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with a significant impact on sequence assembly, polymorphism detection, HIV subtype 

assignment, and resistance analysis24. 

 

Most NGS platforms, including 454, incorporate quality control (QC) pipelines in their 

sequencing protocol to filter the final results. However, as these QC pipelines may be 

insufficient, it is reasonable to run an own user level additional QC based on high-

quality control filtering. This software has been widely used for microbiome analysis 

based on the 454 platforms, aiming to improve the quality of results25-28. 

 

To date, there is no systematic review on the use of methods that can correct sequencing 

errors on the 454 platforms with protocols used for the characterization of HIV 

resistance in the clinical routine. In this study, we have reviewed all studies dealing with 

software or methods aiming to decrease these errors, which have been published during 

the period 2006-2016. 

 

 

Selection criteria and systematic review 

 

We considered as bioinformatic strategies, software aiming to delete or detect 

sequencing errors, and as protocol improvements those changes in PCR temperature 

profiles and/or reagent concentration aiming to minimize sequencing errors. 

 

Our systematic review was performed according to Preferred Reporting Items for 

Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) guidance29. We used a combination 

of non-MeSH and MeSH terms related with error correction and NGS sequence 

filtering. We searched PubMed, Medline (Ovid) and Embase (Ovid). The term “HIV” 

was combined with “NGS” and “Next generation sequencing” and “Error rates” and 

“454” and “Artifact recombination” and “Denoising” and “Filter sequence” and 

“Insertion-deletion” and “Carry forward correction”. 

 

All abstracts of papers available through January 2006 and June 2016 were reviewed. 

We used an iterative search strategy, as all references in the papers that were selected 

for reviewing were also studied. We limited our review to original articles that 

evaluated error correction of HIV NGS sequences obtained on the 454 platforms. 
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Studies had to provide enough information on how sequence filtering was performed, 

and which modification before/after processing was performed. Abstracts, comments, 

and letters to the Editor were excluded as they lacked information on sequence 

processing. 

 

 

Data analysis and risk of bias 

 

JA.F reviewed the studies, excluding those with irrelevant titles and references; N.C and 

JA.F independently read studies that were selected, paying attention to abstracts, 

descriptive terms, and titles, and identified potentially eligible papers. Both authors 

finally reviewed the full text of the papers, and applied inclusion criteria. There were no 

discrepancies among both authors’ selection. JA.F and N.C independently extracted the 

data from the selected studies, providing them in a separate standardized file. Again, no 

discrepancies between authors were found. When provided, crude 95% confidence 

intervals (95% CI) were extracted; they were calculated when not available and enough 

data were provided in the papers. However, due to the high heterogeneity of most 

studies and different methodologies, meta-analysis could not be performed.  

 

Seven studies were selected, and all were estimated to have no overall risk of bias 

(supplementary data). Only one study30 had a high risk of bias, due to the scarce 

information provided by the authors for all the parameters we evaluated. 

 

JA.F and N.C evaluated the overall quality of the studies, pointing out their strengths 

and weakness, according to STROBE recommendations31. Three categories were given 

for the quality parameter (high, medium, low). Here, several discrepancies were found 

between the two reviewers. When this happened, F.G was asked to re-evaluate and 

discrepancies were solved accordingly. 

 

 

 

 

 

 



 

79 
 

Selection of the studies 

 

Our search selected 611 studies. After removing all the studies that were not research 

studies and by the date in which NGS was introduced, 161 papers were removed. After 

irrelevant studies were removed, only 36 studies remained eligible. From these, 29 

papers were removed, 15 because they focused only on detection cut-offs, five because 

they did not deal with 454 NGS errors, two due to a poor description of the 

methodology used, and seven for some other reasons (non plasma samples, non-HIV 

studies, and not showing the results). We finally selected seven papers that met all the 

eligibility criteria (Fig. 1). Three of them dealt with protocol modifications to avoid or 

diminish sequencing errors32-34. These studies reported data on the number of reads, the 

percentage of recombination, and error rates (Table 1). The other four studies dealt with 

bioinformatics aiming to eliminate errors30,35-37. In this case, the studies provided data 

on the number of reads, error rate, indels, single nucleotide polymorphism (SNP) 

variant calling, and software characteristics (Table 1). 
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Modifications to the amplification protocol 

 

Some previous reports have shown how error rates, as well as chimera and indel 

formation, increase after 30 cycles of amplification, whatever the fidelity of the 

polymerase may be38-40. Three of the studies we have included in this systematic review 

aimed to minimize sequencing errors by modifying the amplification protocol32-34 

(Table 2). Two of the studies we have evaluated optimized the PCR by lowering the 

number of PCR cycles and doubling PCR reagent concentrations, with no variation on 

RNA input. One of the studies estimated that median (95% CI) recombination was 

48.7% (53.6-43.9) for standard PCR, compared to 0.8% (0.07-2.1) after PCR 

optimization32. The error rate for both, standard and optimized PCR, was also analyzed; 

a drop from 23.2% (95% CI: 18.8-27.6) for standard PCR to 2% (95% CI: 0.6-3.1) was 

described. A second paper also observed a reduction in median values of recombination 

from 12% (standard PCR) to 0.8% (optimized PCR)33. Finally, the last study used 

different RNA inputs, changing PCR conditions, but with the same reagent 

concentrations34. A higher number of PCR cycles always resulted in a higher degree of 

recombination. This study demonstrates that a higher RNA input at first stages of 

amplification, together with a reduction in the number of cycles, minimizes sequencing 

errors. 
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Bioinformatics-based solutions 

 

Four studies evaluated the use of bioinformatics to locate and diminish/eliminate 

sequencing errors30,35-37 (Table 3). Two of them tested for different variables before and 

after they were used, and describe less numbers of errors after their usage36,37. Deng, et 

al., used the indel and Carryforward Correction (ICC) software, finding that error rates 

decreased from a median value (95% CI) of 0.3% (0-1) for both gag and pol regions, to 

0.02% (0-0.04) for gag and 0.01% (0-0.04), after using ICC36. Indels were reduced in 

98-99%, and sensitivity and specificity for SNP variant calling was 100 and 98%, 

respectively. Brodin, et al., used BioPerl for sequence processing: error rates decreased 

from a median value (95% CI) of 0.2% (0.008-0.4) before processing to 0.06% (0.05-

0.08); using the software resulted in the filtering of approximately 2,000 reads per 

sample (from 8,749.5 reads [95% CI: 4,137.1-11,760.5], to 5,394 reads (95% CI: 

1,958.4- 8,951.6])37. Iyer, et al. used CorQ that resulted in a reduction on indels of 93-

97% for gag/env/nef regions, with a sensitivity and specificity of 99 and 88%, 

respectively, for SNP variant calling35. The last study, performed by Kijak, et al., used 

Nautilus software, which is an observational tool that helps to discern between errors; in 

contrast to the other three, this study did not show any data on the parameters that were 

analyzed30. 
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Overall, bioinformatics software have shown to be highly efficacious to remove 

sequences that contained sequencing errors, with a 93-99% reduction in indels, which is 

highly relevant, specially for 454-based NGS35-37. In a similar way, using these 

programs also decreased error rate, allowing a more accurate estimation of variants, 

especially when they are present at a low relative proportion (1-5%). Filtering may 

result in a significant loss in the number of reads, and may enable NGS to go down to 

1% for minor variant detection. All the software that have been reviewed in this paper 

did not incur a high loss in the number of reads; therefore, this was not seen to be a 

problem. All bioinformatics software also showed excellent results for SNP variant 

calling, with sensitivity and specificity values near 100%. 

 

The GS Reference Mapper in another tool for bioinformatic analysis. This software 

filters the sequences based on quality parameters, length of the sequences, expected 

deep and variant coverage. The GS Reference Mapper allowed improving the quality of 

sequences, especially at their terminal end, improving the Q values from 10 to 25 (Table 

4). The Q value is an index of the probability of a given base of being a sequencing 

error; Q values > 30 are optimal, as the probability error is between 1 and 100041. This 

software has been used for the analysis of 73 samples from HIV-1-infected patients 

(84.2% subtype B) that were sequenced (RT and protease) on a 454 GS Junior. After 

denoising, most of the resistance mutations that were corrected by GS Reference 

Mapper (43/68) had been detected at very low relative prevalence (1-2%), and all were 

below 5%. In addition, after filtering, only a small number of sequences are deleted 

(mean 95% CI: 30; 22-37), and it shows a high sensitivity (99%) and specificity (98%) 

for SNP variant calling. This software was able to eliminate HIV resistance mutations 

that were artificially detected at low levels, ranging 1-5% of the whole quasispecies 

population that was infecting the patients. 
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Recommendations and conclusions 

 

This is the first systematic review evaluating the benefits of sequence processing after 

massive parallel sequencing for the characterization of HIV drug resistance. There are 

specific technical recommendations and several bioinformatics software that can be 

very useful to improve the results obtained using 454 GS Junior NGS. The 

recommendations proposed in this review will certainly help NGS users to be really 

confident that HIV resistance mutations detected using 454 protocols are true mutations 

and not test-associated artifacts, especially if they are at low proportions (1- 5%) in the 

whole viral population. Implementing these recommendations will certainly be of 

benefit and will improve patient care. 

 

Considering all these data, there are some specific technical recommendations that 

might help for the minimization of the errors generated using the 454 GS Junior NGS 

platform (Table 5). Some of them include; lowering the number of cycles during PCR, 

using high-fidelity polymerases (Phusion High-Fidelity DNA Polymerase or pfu DNA 

polymerase) and using bioinformatic software to filter short and low quality sequences, 

including all bases with a Q value < 25, and sequence depth 10, might help for the 

minimization of the errors generated using the 454 GS Junior NGS platform. 
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Cuando se produce el fracaso terapéutico, el virus puede desarrollar resistencia a alguno 

de los fármacos antirretrovirales y se impone la necesidad de un cambio de terapia. Esto 

puede ocurrir de forma natural durante el curso de la terapia, puesto que la infección por 

el VIH es muy productiva y como ya sabemos tiene una alta tasa de mutación, o por la 

aparición de resistencias debidas a la falta de adherencia al tratamiento por parte del 

paciente, lo cual facilita que el virus que ya ha estado sometido a la presión por el 

fármaco las desarrolle [96,97]. En los casos en los que esto ocurre se puede observar 

como al abandonar totalmente el tratamiento la situación de resistencia del virus 

revierte, presentando en ese momento un perfil de resistencias sensible al fármaco en 

cuestión. Pero lo que ocurre en realidad es que el virus salvaje (sin mutaciones) vuelve a 

surgir al retirar la presión selectiva y se impone puesto que tiene un mayor fitness [49]. 

Aunque no podamos (en dicho momento) detectar los mutantes resistentes, no significa 

que hayan desaparecido por completo, si no que se encuentran acantonados en el 

interior de las células que infecta el virus y en mucha menor medida en el plasma 

sanguíneo (solo detectables con técnicas de secuenciación que puedan detectar variantes 

víricas en proporciones de alrededor de un 1%). 

 

En el caso de esta tesis doctoral nos hemos centrado en el fármaco DTG,  puede servir 

como quimioterápico de rescate ante situaciones de fracaso de RAL. En los ensayos 

clínicos, se han observado tres vías de adquisición de mutaciones primarias que 

confieren un alto nivel de resistencia a RAL: 

 

1) N155H en combinación con L74M, E92Q o G163R  

2) Q148H/R/K con E138K o G140S/A  

3) Y143R/C más otras mutaciones  

 

El estudio VIKING evaluó la dosificación de DTG en una toma única o dos tomas al día 

[98], presentando mayor nivel de eficacia, tolerabilidad y seguridad la toma dos veces al 

día DTG 50 mg [42], en los casos de pacientes en los que se encontraron mutaciones de 

resistencia. Por esta razón, la ficha técnica de DTG sólo recomienda usar DTG 50 mg 

una vez al día en aquellos pacientes en los que no se documenta resistencia previa a 

INSTIs. El estudio VIKING llega a la conclusión de que la mutación mayor Q148 en 

conjunción con otras secundarias confiere resistencia frente a ambos fármacos. Sin 

embargo la presencia de la mutación N155 determina resistencia frente a RAL, en 
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cambio, resistencia parcial frente a DTG [43] (en este caso sería posible su uso en dos 

tomas diarias en lugar de la habitual toma única).  

 

La mutación N155H suele ser la primera mutación en aparecer en pacientes bajo 

tratamiento con RAL, pero, bajo continuada presión farmacológica es reemplazada por 

mutaciones de la ruta Q148 [99]. Respecto a los polimorfismos, se observo un mayor 

número de estos en la muestra de fracaso (correspondiente a muestra de plasma) frente a 

la muestra de ADN proviral, además de encontrarse mutaciones secundarias en ADN 

proviral no presentes en muestra de plasma. Este hecho no es de extrañar, debido al 

ciclo biológico del VIH, ya que después de replicarse en la célula saldrían al torrente 

sanguíneo, presentando aquí miles de partículas con distintos polimorfismos, por esta 

razón. Por el contrario, efectuando un estudio de ADN proviral, observaríamos las 

mutaciones que han quedado integradas en el ADN de la célula, siendo estas menores.  

 

Por otro lado, existen dos estudios [32, 100] que demuestran que la vida media de los 

reservorios latentes virales es de 4 a 6 meses en los pacientes que inician la terapia en la 

fase aguda de la infección, otros estudios enfocados en sujetos en la fase crónica de la 

infección (siempre con terapia antirretroviral) colocan la vida media de los reservorios 

virales en 44 meses [101, 102]. En nuestro estudio, varios pacientes excedían del tiempo 

de vida medio de los reservorios, pero esto no interfirió en la concordancia de 

mutaciones entre la muestra en el momento del fracaso virológico y la muestra ADN 

proviral. Para un paciente no fue posible detectar mutaciones primarias mediante 

secuenciación poblacional y hubo que recurrir a técnicas NGS del ADN proviral. Estas 

mutaciones no se detectaron en este paciente mediante secuenciación poblacional 

debido a que estaban por debajo de su umbral de detección [103]; N155H (9,7%) y 

T97A (12,42%). 

 

La plataforma 454 GS Junior ha sido adoptada por muchos laboratorios en la 

investigación VIH, sustituyendo a la secuenciación Sanger como el principal método 

utilizado. A pesar de la potencia experimental de NGS, estudios a gran escala sobre 

filogenia podrían tener una limitación bioinformática, debido al tiempo de 

procesamiento computacional de miles de datos, especialmente en entornos con 

recursos limitados. Generalmente los estudios filogenéticos VIH [104-105], en concreto 

los estudios de parentesco o dinámica de la epidemia VIH, tienen como finalidad la 
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asignación de redes sexuales en base a la comparación de una única secuencia global del 

gen pol de VIH, obtenidos de pacientes individuales. 

 

Esta limitación se intenta solventar con la creación de una única secuencia consenso a 

partir de las secuencias generadas por un mismo paciente. Algunos estudios tienden a 

generar estas secuencias mediante comandos informáticos complejos. En este caso la 

utilización de MESQUITE [106] es intuitiva, de fácil manejo y sin necesidad de 

comandos, simplificando la obtención de la secuencia consenso. La ambigüedad en las 

bases nucleotídicas de la secuencia consenso vendrá dada por el umbral de corte. Por lo 

tanto, conforme aumentamos el umbral de corte en la creación de secuencias consenso 

disminuye el porcentaje de bases ambiguas, presentando mayor homología con la 

secuencia Sanger y favoreciendo el análisis filogenético. Previo a la utilización de 

MESQUITE, se aconseja efectuar un filtrado de las secuencias obtenidas, ya que ha sido 

ampliamente descrito [107] que la tecnología 454 Roche genera ciertos errores en el 

proceso de amplificación, pudiendo trasladarse a la secuencia consenso creada. 

 

Una parte importante en los estudios filogenéticos es el proceso de alineación de 

secuencias, teniendo como objetivo aproximar posiciones homologas en base a la 

verdadera historia evolutiva de las secuencias [108-109]. Por lo tanto, el éxito de la 

inferencia filogenética dependerá entre otras medidas de la exactitud de los datos. 

Ciertas regiones presentan una incertidumbre sustancial por la presencia de bases 

ambiguas o regiones con indel. En la mayoría de los estudios, estas regiones ambiguas 

son eliminadas antes de llevar a cabo el análisis. La ambigüedad de alineación puede 

socavar los métodos de inferencia bioinformáticos basados en la estimación secuencial, 

evitando la robustez en los análisis filogenéticos y otros parámetros evolutivos, 

obteniendo como resultado arboles filogenéticos que no se corresponden  a lo esperado 

[110,111]. Hoy en día no existe en el software MEGA algoritmos de procesamiento que 

tengan en cuenta las bases ambiguas [112]. Por lo tanto, los estudios filogenéticos se 

ven mermados por la utilización de secuencias con altos niveles de bases ambiguas, 

siendo necesario el desarrollo de dichos algoritmos. En cuanto al subtipado de muestras, 

también se ve afectado en la utilización de distintos umbrales UDS. Estas discrepancias 

también fueron debidas a la multitud de bases ambiguas generadas en la secuencia 

consenso UDS umbral 10%, impidiendo así el correcto subtipado. 
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En este doctorado presentamos la primera revisión sistemática que evalúa los beneficios 

del procesado de secuencias en pacientes VIH, mediante secuenciación masiva para la 

eliminación o disminución de posibles errores. 

 

La introducción de las técnicas NGS hace necesaria la utilización de herramientas 

bioinformáticas para el correcto manejo de secuencias, de otro modo pueden aportar 

resultados equivocados o distorsionados.  Actualmente no existe un protocolo para 

manejar datos de pacientes VIH, el cual elimine las secuencias defectuosas obtenidas, 

sin embargo, existen protocolos de estudios basados en microbiota [83-86] a partir de 

los cuales eliminan el ruido, quimeras y posibles errores que puedan existir en el 

conjunto de datos, efectuando un filtrado de secuencias mediante calidad y longitud de 

secuencias, contando con multitud de programas para tal propósito (QIIME, MG-RAST, 

etc). 

 

El uso de programas bioinformáticos han demostrado alta eficacia en la eliminación de 

secuencias con errores, obteniendo una reducción en el porcentaje de indel del 93-99%, 

este dato tiene relevancia, ya que la plataforma de secuenciación 454 GS-Junior 

presenta una alta tasa de error indel [90-92]. En cuanto a la corrección de tasa de error 

se consigue disminuir en más de una unidad, lo que nos permite asegurar con mas 

fiabilidad el diagnostico clínico, sobre todo en aquellas mutaciones minoritarias que 

presentan una prevalencia muy baja (1-5%). 

 

Los cambios en el protocolo de amplificación [107, 113, 114] son fundamentalmente la 

disminución en el número de ciclos de programa PCR y el aumento de concentraciones 

de reactivos para la PCR, de esta forma se consigue disminuir sustancialmente la tasa de 

error y recombinación. Varios estudios [115-117] han demostrado que tras 30 ciclos de 

amplificación PCR se produce un aumento en la tasa de error, producción de quimeras e 

indel, independientemente de la enzima utilizada. 

 

Teniendo en cuenta la revisión realizada podemos minimizar la generación de errores en 

454 GS Junior mediante las siguientes recomendaciones; 1) Acortar los ciclo de 

amplificación PCR, ya que al aumentar los ciclos estamos aumentando el riesgo de 

errores o bias. 2) Utilización de enzima polimerasa que mantenga una alta fidelidad. 3) 

Utilización de programas bioinformáticos para el filtrado de secuencias que no cumplan 
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una buena calidad y longitud. Nuestras recomendaciones es que se utilicen programas 

bioinformáticos que tengan en cuenta la calidad según cada base, con profundidad de 

secuenciación (ej: GS Reference Mapper, CorQ ) y no la calidad global de la secuencia. 

Nosotros recomendamos una calidad de base > Q25 y una profundidad de secuencias 

>10, además de eliminación de secuencias que no cumplan con la longitud deseada del 

amplicon a estudiar, ya que estas contienen indel que pueden interferir con los 

resultados finales.  
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1) La investigación de mutaciones en la Integrasa en ADN proviral, en pacientes 

indetectables que fracasaron previamente a INSTIs de primera generación, en los que no 

se dispone de estudio de resistencias en el momento del fracaso, puede resultar de 

utilidad para la toma de decisiones en la pauta de dosificación de Dolutegravir. 

 

2) Para el estudio de resistencias en la Integrasa viral, el ADN proviral de una muestra 

actual es un fiel reflejo de lo que ocurrió en el fracaso. 

 

3) Las secuencias obtenidas por NGS son aptas para estudios de epidemiología 

molecular, siendo necesario efectuar un pre-procesado de las secuencias y utilizar 

puntos de corte de al menos el 20%. 

 

4) La utilización de programas bioinformáticos u optimización de protocolo de 

amplificación disminuyen los posibles errores en las secuencias obtenidas, 

disminuyendo la incertidumbre de mutaciones relevantes de baja prevalencia (1%-5%) y 

mejorando los posteriores análisis moleculares. 

 

5) La implantación de un flujo de trabajo para la eliminación de posibles errores en la 

obtención de secuencias NGS es necesaria. De lo contrario podrían verse afectados los 

resultados de subtipado, filogenia y los datos de resistencias.  
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