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1. INTRODUCAO

A Rede Nacional de laboratorio de genotipagem esta constituida atualmente por 22 laboratdrios executores e treinados
para realizar a genotipagem do HIV-1 e um laboratorio de resgate. Por serem parte de uma Rede Nacional que gera dados
para critérios clinicos de tratamento, esses laboratdrios devem estar aptos a apresentar resultados homogéneos quanto
ao padrao de resisténcia de amostras pertencentes a painéis de controle de qualidade.

Como continuidade ao sistema de Avaliacdo Externa da Qualidade dos Testes de Genotipagem, com a finalidade
de avaliar o desempenho dos laboratérios que compdem a Rede Nacional de laboratérios na realizacao dos testes de
Genotipagem do HIV-1, foi elaborada a décima primeira avaliacao, a partir de agora chamada de 11AEQ13.

2. OBJETIVOS

Para este modulo, um painel-teste de amostras clinicas foi confeccionado e enviado, em 22 de abril de 2013, para 22
laboratorios que compdem a Rede.

Este painel teve como objetivo principal avaliar o desempenho dos laboratérios quanto a qualidade dos procedimentos
e dos resultados obtidos. Sdo objetivos especificos:

e  Avaliar a capacidade do laboratério em amplificar por PCR o gene pol de duas amostras, com carga viral de
aproximadamente entre 1.000 e 5.000 cépias / mL;

e Avaliar a capacidade dos laboratérios em gerar sequéncias sem contaminacao de amostras;

e Avaliar a capacidade do técnico executor na montagem e edicao das sequéncias no projeto.

3. METODOLOGIA

A metodologia da genotipagem do HIV-1 consiste, resumidamente, na obtencdo satisfatoria de sequéncias de
nucleotideos do HIV-1 isolados de amostras clinicas de individuos falhando ao tratamento antirretroviral. Essas sequéncias
devem compreender parte do gene pol do HIV-1, que codifica as enzimas protease e transcriptase reversa, que sao 0s
alvos terapéuticos dos antirretrovirais.

O método inicia-se com o isolamento do RNA viral de amostra do plasma do paciente, que é transformado em cDNA
por reacao de transcricao reversa, sequido de amplificacao do gene pol do HIV-1 pela técnica de PCR (“polymerase chain
reaction”). A partir do produto da amplificacdo, as sequéncias sdo geradas por sequenciamento gendmico automatico.

Apds obtencdo dessas sequéncias de DNA, o laboratério deve ser capaz de formar um “case” (ou projeto) que
compara esse gene e suas proteinas resultantes com um prototipo viral padrao de laboratério sem mutacdes relacionadas
a resisténcia aos antirretrovirais. A existéncia de polimorfismos genéticos é entdo indicada, notadamente os que se
relacionam com resisténcia aos antirretrovirais. Esse resultado é fornecido em laudo especifico para encaminhamento aos
MRG (médicos referéncia em genotipagem) e em seguida aos médicos solicitantes.
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4. OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras do painel da 11AEQ13 foram obtidas a partir de amostras clinicas de pacientes HIV-1 soro-
positivos. O painel foi preparado no Laboratdrio de Retrovirologia da Escola Paulista de Medicina da UNIFESP.
As caracteristicas das amostras estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizacao das amostras do painel 11AEQ13

Amostra Carga Viral (copias/mL)
T1AEQ13-1 4,000
11AEQ13-2 1.500
11AEQ13-3 2.500
11AEQ13-4 3.000

5. CRITERIOS UTILIZADOS NA ANALISE DOS DADOS

Os critérios escolhidos para analise dos dados da 11AEQ13 estao descritos e pontuados na Tabela 2.

Tabela2 — Pontuacdo das analises

Pontos

amostra amostra amostra amostra Maximo de
11AEQ13-1 11AEQ13-2 11AEQ13-3 11AEQ13-4 Pontos

Analises Qualitativas

Sequenciamento Amostras

2,5 25 25 2,5 10
Analise de divergéncia genética
Até 2% 20 20 20 20 80
Laudo Trugene e Algoritmo Brasileiro
2,5 25 25 2,5 10

Analises Quantitativas

Nidmero de sequléncias obtidas por case:

6 a 8 sequéncias 5 5 5 5
5 seqgliéncias 2,5 2.5 25 25
> 5 seqliéncias 0 0 0 0 20

Paosigoes criticas analisadas (cédons)

coédons da Protease

Posigao 1 2 2 2 2
Posigdo 2 2 2 2 2
Posigao 3 2 2 2 2
Posigao 4 2 2 2 2
Posicdo 5 2 2 2 2 40
codons da Transcriptase Reversa
Posigdo 1 2 2 2 2
Posigao 2 2 2 2 2
Posigao 3 2 2 2 2
Posigéo 4 2 2 2 2
2 2 2 2

Posigao 5 40
Total 200
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5.1. Critérios qualitativos

Os resultados enviados pelos laboratérios participantes foram avaliados quanto a sensibilidade e a
especificidade.

e A sensibilidade foi avaliada pela capacidade dos laboratérios em amplificar as quatro amostras-teste
por PCR, com valor de carga viral dentro da faixa de sensibilidade do kit utilizado pela rede (TRUGENE®
HIV-1 GENOTYPING ASSAY, SIEMENS HEALTHCARE DIAGNOSTICS).

e A especificidade foi avaliada pela capacidade dos laboratérios gerarem sequéncias semelhantes entre
si, para cada amostra viral. Neste caso, se aceita certo grau de diversidade entre as sequéncias da mesma
amostra obtidas pelos varios laboratorios decorrentes da diversidade genética da quase-espécie propria do
HIV e da taxa natural de erro da transcriptase reversa (~ 1/500 incorporag0es erroneas).

A maneira objetiva de medir esse parametro foi a mensuragdo da distancia genética das sequéncias geradas
entre todos os laboratérios, para cada amostra do painel. Utilizamos os “softwares” BioEdit para o alinhamento
e matriz de distancia entre elas. Se a sequéncia de qualquer das duas amostras do laboratério tiver uma distancia
maior que 2% sera considerada a possibilidade do produto amplificado ter sofrido contaminagao por produto de
PCR ou edigOes incorretas da sequéncia.

0 amplicon (DNA amplificado) sequenciado nesse método possui aproximadamente 1300 pares de bases. Se
considerarmos o critério anterior de 2% de diversidade, isso significa que um dado laboratério podera classificar-
se ainda que possua 26 nucleotideos anotados que sejam diferentes ao consenso gerado. A matriz de distancia
pareada resultante, feita com as mesmas sequéncias, encontra-se nas Tabelas 3A, 3B, 3C e 3D.

apresentados sob a forma de Log cpias/mL.
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5.2. Critérios quantitativos

A - Numero de sequéncias com alta qualidade por projeto montado, para cada amostra.

O projeto de um isolado viral é montado a partir de seis até oito diferentes sequéncias geradas pelo kit
comercial utilizado. Essas sequéncias cobrem toda a regiao importante do gene pol para a avaliagao de resisténcia
(1300 nucleotideos, sendo toda a protease viral e parte da transcriptase reversa). Essas oito sequéncias nao so
cobrem toda a regido como geram sobreposicoes redundantes (intersecdes) entre si a partir de sequenciamento
de direcoes diferentes (algumas no sentido 5" e outras no sentido 3°), e sao importantes para ratificar o resultado
final e validar polimorfismos genéticos encontrados. E importante que a sequéncia gerada em um sentido
seja corroborada pela gerada em sentido oposto numa mesma regiao génica. Quanto menor o nimero de
sequéncias geradas por amplicon, para cada projeto, mais dificil sera a edicao e a montagem do case e maior a
probabilidade de erros nas edigoes da sequéncia gerada.

B — Cédons criticos relacionados a resisténcia aos antirretrovirais, nos genes da protease e
transcriptase reversa virais.

Nesse caso é avaliada a capacidade de cada laboratério participante em acertar os aminoacidos codificados
na protease e transcriptase reversa em cinco posicdes-chave para resisténcia de cada uma das regides. Foram
utilizados os dados dos sequenciamentos das amostras realizados no Laboratério de Referéncia da RENAGENO
de Sao Paulo e a sequéncia consenso das sequéncias geradas, como base para se escolher aleatoriamente as
dez posicoes-chave a serem analisadas.

6. Resultados da avaliacao

Os resultados obtidos, discriminados porparametro utilizado, estdo demonstrados nas Tabelas 4A, 4B, 4C e
4D.
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Tabela 5. Pontuacao total de cada laboratério.

Laboratério 11AEQ13-1 11AEQ13-2 11AEQ13-3 11AEQ13-4

101
102
105
106
107
108
111
112
113
115
116
136
137
138
139
161
162
163
164
165

60%

50%

40%

30%

20% 1+

10%

0%

50
50
50
50
50
50
50

49,75
50
50

47,5
50

50
2,5
50
50
49,5
50
50

50
50
49,5
50
50
50
50
0
50
50
47,5
45
50
50
2,5
50
50
49,5
50
50

43
50
50
50
50
50
50
49,75
50
50
47,5
50
50
50
2,5
50
50
49,5
50
50

43
50
47,5
50
2,5
43,5
50
49,75
50
50
45,5
50
45
48
2,5
48
50
44
438
50

Pontuacgao
196 98%
200 100%
197 99%
200 100%

152,5 76%
193,5 97%
200 100%
149,25 75%
200 100%
200 100%
188 94%
195 98%
145 73%
198 99%
10 5%
198 99%
200 100%
192,5 96%
198 99%
200 100%

100

99-70

<70
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7. CONCLUSAO

A primeira avaliagao externa da qualidade para os testes de genotipagem da RENAGENO foi realizada
comum carater ilustrativo e educativo. Teve como objetivo controlar a qualidade, levantar as condicdes de
trabalho, de proficiéncia técnica e da adequacdo da metodologia de genotipagem utilizada na RENAGENO.
A partir da segunda avaliagao, mantiveram-se 0s mesmos principios e objetivos, esperando-se, entretanto um
desempenho adequado dos laboratérios participantes e servindo como indicador das intervencdes técnicas
corretivas que devem ser implementadas para manutencao da qualidade.

No conjunto dos resultados, observa-se que 7 (35%) dos laboratérios participantes foram aprovados com
exceléncia, 12 (60%) foram aprovados com pontuagao entre 99 e 70%. Um laboratério (5%) teve pontuacao
abaixo de 70%. Dois laboratérios ndo enviaram os resultados por estarem com problemas internos.

Lembramos que os resultados das Avaliacbes Externas da Qualidade sao absolutamente confidenciais e que
o nimero de seu laboratério é de conhecimento apenas do proprio laboratério e dos profissionais responsaveis
pela analise dos resultados.

Recomendamos que o laboratério, que obteve pontuacdo abaixo de 70%, verifique com atencdo a rotina de
trabalho com o intuito de identificar possiveis problemas de processamento. O que pudemos notar neste caso
foi que as amostras foram trocadas (veja a arvore filogenética no ANEXO1).

No ANEXO 2 listamos as ocorréncias relatadas ou detectadas. Um dos laboratdrios nos encaminhou um
documento sobre algumas consideracdes. Este documento sera encaminhado para ser avaliado pelo grupo de
trabalho da Qualidade e da RENAGENO.

Consideramos também que um aspecto importante na manutencao da qualidade € a interagdo e o dialogo
entre os laboratorios que compdem a rede e o comité assessor do sistema de garantia da qualidade. Para tanto,
sugerimos que davidas e sugestoes sejam encaminhadas a Maria Cecilia (cecilia.araripe@unifesp.com) e/ou Ana
Flavia (ana.pires@aids.gov.br) e/ou Maria Luiza (mlbazzo@yahoo.com.br).

Por Gltimo, é necessario enfatizar que esta avaliacao tem a finalidade de verificar o desempenho individual de
cada um dos laboratorios que comp6em a Rede Nacional de Laboratério na realizagao dos testes de Genotipagem
do HIV-1, para a correcao dos problemas, se houver, e para a homogeneizagao de suas condutas objetivando
padrao de exceléncia, pois somente laboratério com comprovada qualidade pode garantir resultados confidveis
aos usuarios do Sistema Unico de Satde.
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Anexo 1:
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Arvore filogenética da regido pol do HIV-1 das amostras encaminhadas para a décima primeira avaliacdo
externa da qualidade dos laboratérios da RENAGENO
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Anexo 2:

Ocorréncias relatadas pelos laboratorios da RENAGENO participantes do 11AEQ13. Ocorréncias detectadas
nas analises dos dados encaminhados para avaliacao.

e Naamostra 4 faltaram mais do que 5 bases na sequéncia consenso quando comparada com a sequéncia
de referencia do virus do tipo selvagem, devido apresenca de um hard stop no cddon 9 e portanto o software
nao foi capaz de alinhar do codon 4 ao 8. Porém foi possivel visualizar as bases que foram inseridas.

e  Repetiram a amostra 4 desde a RT-PCR para confirmar resultado. Na impressao do laudo do Algoritmo
Brasileiro nao saiu o resultado do TDF+3TC (amostra 2), das amostras 1, 3 e 4 saiu cortado mas deu para ver a
interpretacao.

e Nao participaram, pois o laboratério se encontra em avaliacao pela SIEMENS (desde o ano passado)
sobre contaminacao ambiental. Ja realizaram inimeraslimpezas e aguardam a compra de outro produto para
este fim. A rotina foi transferida para outro laboratorio.

e  Repetiuaamostra 4 e o inicio da protease (antes do cddon 10) precisou chamar as bases manualmente.
e Imprimiram os laudos em preto e branco por problemas na impressora padrao.

e Nao participaram, pois estavam com o laboratério em reforma.

e N&o encaminharam os laudos TruGene e Algoritmo Brasileiro (impresso e/ou eletronico).

e  Observaram que as sequéncias da RT ndo tém ficado com boa qualidade. Discutindo com a SIEMENS
levantaram a suspeita de ser problema com a Toster, que ficou em avaliagao.

e Nao amplificaram a amostra 1, a amostra 4 ficou com o inicio da protease com  a qualidade
insatisfatéria, repetiram o CLIP e permaneceu com o problema. Conseguiram editar, porém avisam que se fosse
amostra da rotina solicitariam  nova coleta.

e  Receberam todas as amostras descongeladas. Na amostra 4 relatam que detectaram leve alteracdo na
linha de base nas sequencias 1-4b, 4-8b (até a  posicao da delecao RT67 e 5-8a (apds a posicao da delegao
RT67), porém as alteracdes nao impediram a edicao do case.

e Tiveram problema com a Torre Open gene System, que ficaram parados por aproximadamente uma
semana retornando as atividades no dia 24/04/13. Nao encaminharam o subtipo pelo algoritmo brasileiro (s6
fez na amostra 4), enviaram por Stanford.

e Naamostra 4 os primers 1-4a e 1-4b ndo foram utilizados para formacao do case. A amostra 3 por ndo
ser possivel subtipar pelo algoritmo brasileiro foi submetido ao de Stanford.

e Relatam que nao houve nenhum problema durante a execucao do 11AEQ13 e que a amostra 2 nao
sequenciou.

e Informam que ndo foi possivel fazer a analise da amostra 4 devido a falta de 15 bases no inicio da P2.
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