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Teste de genotipagem

Ferramenta de deteccao de resisténcia aos antirretrovirais

» identificacdo de linhagem virais circulantes no organismo
que apresentam mutagcdes em seu genoma associadas a
resisténcias aos antirretrovirais.



Teste de resisténcia genotipica

e Sequenciamento de porgoes de interesse do genoma viral e
comparacao com cepa de referéncia (selvagem)
o Deteccao de variacoes que podem ou nao se relacionar a resisténcia
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Bases
Nitrogenadas

Efeitos de uma mudanca no nucleotideo

Mudanca nucleotideo (mutagao)
v
Mudanga na sequéncia de AA de uma proteina
v
Mudanga na estrutura/fun¢do de uma proteina (ex PR o RT)

v

Alteracao na habilidade do medicamento em inibir a enzima alvo = resisténcia



Tabela 19. Aminoécidos e seus cédigos de trés e uma letras e os diferentes
tripletes de nucleotideos que os codificam

Aminoécido Cédigo de | Cédigo de Nucleotideos
3 Ietras 1 Ietra

Alanina GCT GCC GCA GCG
Arginina Arg R CGT CGC CGA CGG AGA AGG
Asparagina Asn N AAT AAC
Acido aspértico Asp D GAT GAC
Cistelna Cys C TGT TGC M184V
Acido glutamico Glu E GAA GAG / \
Glutamina Gln Q CAA CAG 1
Glicina Gly G GGT GGC GGA GGG AA original — posi¢do — AA mutante
Histidina His H TAC CAC
lsoleucina lle I ATT ATC ATA
Leucina Leu L TTATIG CTT CTC CTA CTG
Lisina Lic K AAAAAG
Meticnina Met M ATG
Fenilalanina Phe F TTT TTC
Prolina Pro P CCT CCC CCA CCG
Serina Ser S TCT TCC TCATCG AGT AGC
Treonina Thr T ACT ACC ACA ACG
Triptofano Trp W TGG
B i T Fir=hAe
Valina Val V GTT GTC GTAGTG Diaz RS, Guia para o manuseio de resisténcia Antirretroviral. Ed
Permanyer

Cédon de terminagéo Stop TAA TAG TGA



Ensaio de resisténcia genotipica

Sequenciamento gendmico das regides da TR, Controle

protease (pol), integrase, gp41 (T-20) e V3 da gp 120

(MVC)

Detecta e reporta variagdes na sequéncia destes
genes conhecidos ou suspeitos de causar resisténcia

. I Ea N v v AR f{"' A
— A _ff_c AeT P VAR A
w (heny) S

a deteminados ARV

Codon

AAA GAC AGT

o (D

I-I_—> Ac. aspartico

T G GC AA TG AAAGTT G GAACTA G C TA G

I—» asparagina

Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial. 56.
10.5935/1676-2444.20200011.

Adapted from Winters. Reviewed in Wilson. AIDS Read 2000;10:469.



Relacao entre adesao e resisténcia
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‘ Virus resistentes

Virus selvagem

<10-20%




Deteccdo de mutacdes de Resisténcia

O NRTI (n= 1208) O NNRTI(n=309) A Pl/r(n=935)
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Resistance prevalence (%)
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50-200 201-500 501-1000 1001-10000 10001-100 000 »100 000
Viremia ranges (copies/mL)

NRTI 196 123 82 283 315 209
NNRTI 40 27 27 87 83 45
Plr 150 106 63 209 240 167

Santoro MM et al. CID 2014;58(8):1156-64



Genotipagem convencional (protease/RT), integrase e
gpal
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Mutations in the Reverse Transcriptase Gene Associated With

Resistance to Reverse Transcriptase Inhibitors
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Mutations in the Reverse Transcriptase Gene Associated With
Resistance to Reverse Transcriptase Inhibitors

Nonnucleoside Analogue Reverse Transcriptase Inhibitors (NNRTIs)
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Mutations in the Protease Gene Associated With Resistance

to Protease Inhibitors

MUTATIONS IN THE PROTEASE GENE ASSOCIATED WITH RESISTANCE TO PROTEASE INHIBITORS (PIs) '>'%"7
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Mutations in the Integrase Gene Associated With Resistance
to Integrase Strand Transfer Inhibitors

MUTATIONS IN THE INTEGRASE GENE ASSOCIATED WITH RESISTANCE TO INTEGRASE STRAND TRANSFER INHIBITORS
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Interpretacao dos testes de
genotipagem

e O relatério da genotipagem inclui uma
interpretacao das possiveis implicacdes clinicas das
mutacdes identificadas

e Contudo:

o O significado exato de algumas mutagdes
permanece controverso

o InteragBes entre mutacdes/ repercusao clinica

o Algoritmos de interpretacao diferem

o Populagdes minoritarias podem nao ser :
detectadas (< que 10-20% da populagao viral) |



Tropismo do HIV (necessario para uso do maraviroque)
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Genotropismo

Predicdao do tropismo do HIV por meio da analise da composicao de
aminoacidos da alca V3 de gp120 (glicoproteina do envelope viral).

V3 Region is Primary Determinant of Coreceptor Tropism :
. ! P HIV-1 gp120: V3 Region
HIV o =
*
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Genotropismo

CTRPSNNTRRGIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHC > CCRS

CTRPSNNQRKRIYIGPGRAFYTTGRIIGDIRQAHC __ s



-

§ e

-t

e

TS L5 bl

i . Penalidades
Algoritmos de ' Penald:

interpretagao - Regras
- ANRS




Penalidades - Stanford

AZT

SIR:
Intrp:

Expln:

SIR:
Intrp:

Expln:

HIVDB

|

Low-Level Resistance

Total score: 25

T215Y (10}, DETN (5), K219E (5) DETN +
T215Y + K219E (5)

R

High-Level Resistance

Total score: TO

T215Y (40), DETM (15), K219E (10) DETN +
T215Y + K219E (5)

hivdb.stanford.edu



Mutation Scoring

RT JTC ABC AZT D4T DDI FTC TDF EFV ETR NVP RPY
M41L 6/ 10| 15 15 10| 5| 10
K&5R 30| 45| -15 45 @0 30 &0
M184v 60 15 10| -10 10| &0 -10
T215Y 6/ 15| 45| 45 15 5| 15
T215Y+M41L -/ 10| 10| 10| 10 - 10

KESR+M184V, - -l - 19 - - 10 - -

Total: 100 95 45 115105 100 95 0O O 0 0

0-9: suscetivel

10-14: potencial baixo nivel de resisténcia
15-29: baixo nivel de resisténcia

30-59: resisténcia

>60: alto nivel de resisténcia

hivdb.stanford.edu



Algoritmo Francés - ANRS

ANRS - AC 11: RESISTANCE GROUP
GENOTYPE INTERPRETATION: NUCLEOSIDE AND NUCLEOTIDE REVERSE TRANSCRIPTASE INHIBITORS

Mutations associated with resistance

Mutations associated with « possible resistance »

ZDV

T215Y/IF

At least 3 mutations among: M41L, D67N, K70R, L210W,
T215A/C/DIEIGHNILIN/SIV, K219Q/E [1, 2, 3, 4]

Q151M

Insertion at codon 69

*  T215A/C/D/IE/G/H/IILINISIV [1, 2, 3, 4]

3TC/FTC

M184vil
Insertion at codon 69

+ K65R [11, 12, 16]
+ Q151M

ddl

At least a score of + 2 among: M41L + T69D + 215Y/F + K219Q/E - KTOR
— M184 VIl [5, 14, 15, 17, 18]

L74VII [19]

Q151M

Insertion at codon 69

« K65R [11, 12]

d4T

V75A/M/SIT
T215YIF [6]
At least 3 mutations among: M41L, D67N, K70R, L210W,
T215A/C/D/EIG/HIILIN/SIV, K219QJ/E [4, 7, 14, 15]
K65R [30, 31, 32]
Q151M
Insertion at codon 69

*  T215A/C/D/E/GIH/IILINISIV [4, 7]

ABC

At least 4 mutations among: M41L, D67N, M184V/l, L210W, T215Y/F [8,
19, 29]

K65R [9, 11,12]

L74V/I [24, 25, 26, 27, 28, 29]

Y115F

Q151M
Insertion at codon 69

* 3 mutations among: M41L, D67N, M184V/l, L210W,
T215Y/F [8, 19, 29]

hivfrenchresistance.org
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STANFORD UNIVER

HIV DRUG RESISTANCE DATABASE

SITY

A curated public database designed to represent, store, and analyze the divergent forms of data underlying HIV drug resistance.

'GCPR

» Analyze sequence sets for
proportions with Surveillance
Drug Resistance Mutations
(SDRMs)

in ARV-naive p_opulamr's

TCE

#» XML Suite of Treatment-
Change Episcdes

Interactive map displaying HIV-1 drug
resistance in ARV-naive population

Studies of ARV-naive E&pulatﬁ:n b
year and subtype. » Interactive map
———mar- aw

GENOTYPE-TREATMENT
CORRELATIONS

gion, o

@ ==

v Retrieve sequences (and/or
mutations) from persons receiving
selected HIV drugs

v Retrieve sequences and treatments
from viruses with specific mutations

GENOTYPE-PHENOTYPE
CORRELATIONS

v Retrieve drug susceptibility data for
isolates with selected mutations

v Download genotype-phenotype
research datasets

Aghuuengas

REFERENCES

v Published drug resistance studies
in HIVRT&PrDB

v Published studies by Stanford
database group

v World Health Organization 2008
Mutation List

v Geographic Informatio
v Surveillance Drug Resl

Mutation (SDRM) Worksheet

HIVdb ) <o,
PROGRAM Interpretation

Interprets user-entered
mutations to infer the level of
resistance to NRTIs, NNRTIs,
Pls. Web Services and
Spreadsheeats NEW! available.

MARVEL

» Mutation ARV Evidence Listing

HIVseq Program

» Provides mutation frequencies
by subtype and treatment

HIValg Program

OF create your owr' ak;orrtr'rn


http://www.hivdb.sanford.edu/
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Enter Mutation List:

OR

Use The Pulldown Menus:

Enter Mutation List:

OR

Use The Pulldown Menus:

Enter Mutation List:

OR

Use The Pulldown Menus:
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ABC

AZT

D4T

DDI

FTC

3TC

TDF

SIR:
Intrp:

Expln:

SIR:
Intrp:

Expln:

SIR:
Intrp:

Expln:

SIR:
Intrp:

Expln:

SIR:
Intrp:

Expln:

SIR:
Intrp:

Expln:

SIR:
Intrp:

Expln:

HIVDB_9.4

|

Intermediate Resistance

Total score: 35.0

M41L (5.0), M41L + L210W (10.0), M184V
(15.0), L210W (5.0)

|

Intermediate Resistance

Total score: 30.0

M41L (15.0), M41L + L210W (10.0), M184V
(-10.0), L210W (15.0)

|

Intermediate Resistance

Total score: 30.0

M41L (15.0), M41L + L210W (10.0), M184V
(-10.0), L210W (15.0)

|

Intermediate Resistance

Total score: 40.0

M41L (10.0), M41L + L210W (10.0), M184V
(10.0), L210W (10.0)

R

High-Level Resistance
Total score: 60.0
M184V (60.0)

R

High-Level Resistance
Total score: 60.0
M184V (60.0)

S

Potential Low-Level Resistance

Total score: 10.0

M41L (5.0), MA1L + L210W (10.0), M184V

ANRS_33

SIR: R
Intrp: Resistance
Expln: 184Vl (Resistance)

SIR: S
Intrp:  Susceptible
Expln:  No rules were triggered

Drug Score Not Available

Drug Score Not Available

SIR: R
Intrp: Resistance
Expln: 184Vl (Resistance)

SIR: R
Intrp: Resistance
Expln: 184Vl (Resistance)

SIR: S
Intrp:  Susceptible
Expln:  No rules were triggered

SIR:
Intrp:

Expln:

SIR:
Intrp:

Expln:

SIR:
Intrp:

Expln:

SIR:
Intrp:

Expln:

SIR:
Intrp:

Expln:

SIR:
Intrp:

Expln:

SIR:
Intrp:

Expln:

Rega_10.0

|

Intermediate Resistant GSS 0.5

SELECT ATLEAST 1 FROM (65NR, 741V, 115F, 184IV) AND SELECT ATLEAST 2 AND
NOTMORETHAN 3 FROM (41L, 67N, 70R, 210W, 215ACDEGHILNSVFY, 219QEHNR)
(Intermediate Resistant GSS 0.5)

|

Intermediate Resistant GSS 0.5

SELECT ATLEAST 2 AND NOTMORETHAN 3 FROM (41L, 67GN, 69AN, 70R, 210W,
215ACDEGHILNSVFY, 219EHNQR) (Intermediate Resistant GSS 0.5)

I

Intermediate Resistant GSS 0.5

SELECT ATLEAST 2 AND NOTMORETHAN 3 FROM (41L, 67N, 69ADGN, 70R, 210W,
215ACDEGHILNSVFY, 219EHNQR) (Intermediate Resistant GSS 0.5)

S
Susceptible GSS 1
No rules were triggered

R
Resistant GSS 0
184V (Resistant GSS 0)

R
Resistant GSS 0
184V (Resistant GSS 0)

S
Susceptible GSS 1
No rules were triggered
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Critérios para a realizacao do teste de genotipagem:

» Pessoa vivendo com HIV ou aids em uso de Tarv;

» Falha virologica confirmada: dois exames consecutivos com carga viral
detectavel, sendo o ultimo exame com carga viral> 500 copias/mL.

Antes de solicitar

Algumas mutagdes ficam arguivadas rapidamente apos a
0 exame deve ser coletadona | interrupcao da Tarv, devido a auséncia da pressao seletiva
vigénciada Tarv exercida pelo medicamento, e acabam nao aparecendo no
exame realizado.

Com viremia baixa, a amplificacdo do genoma viral & mais difidl,
A carga viral deve estar mp &~ £e

detectavel Mo contexto de viremia muito baixa. mutaces existentes
podem ndo ser detectadas.

Solicitacio

Genotipagem convencional

(ITRN, ITRNN e IP) Solicitar para toda falha virolégica.

Integrase (raltegravir,
dolutegravir)

Solicitar em caso de falha atual ou prévia a INL




Interpretacdo e elaboracdo do esquema de resgate

Mutacbes detectadas

Provavel reducao da susceptibilidade; entretanto, osITRN
retém atividade residual mesmao na presenca
de mutaces.

Mutacbes ndo detectadas

Nao significam necessariamente medicamento ativo.
Ma auséncia de pressdo seletiva (suspensdo do
medicamento) ou em situagdes de carga viral baixa,
pode ndo ser possivel detectar as subpopulacdes virais
minoritarias com mutacies de resisténdia.

Considerar o histarico de
esquernas ARV, de falhas e de
testes de genotipagem

Mutacdes selecionadas no passado podem nao ser
detectavels na ausénda do medicamento; contudo,
reemergem rapidamente apés areintroducao deste. A
resisténcia é cumulativa: as mutacoes detectadas em
diferentes testes de uma mesma pessoa devem

ser somadas.

Considerar os resultados
como “atuais” no maximo
ate & meses apos a coleta de
amostra

Considerando-se o ritmo médio do acimulo de novas
mutacdes na vigéncia de falha, apés um periodo de 6
meses podem surgir novas mutacies e ocorrer perda
adicional de opcies de tratamento.

Estruturar o esquema de
resgate a partir da orientacio
de MRG capacitados e
atualizados periodicamente
pelo Ministério da Sadde

A interpretacao do teste e a escolha do melhor esquema
de resgate s3o complexas e demandam experiéncia e
atualizacao continua no manejo da falha virologica.




Aspectos Importantes:

* Genotipagem subestima resisténcia apds
falhas multiplas

Genotipagem Genotipagem

. Diferenca
anterior recente

A presenga da mutagao prediz a resisténcia, mas a sua
auséncia nao prediz susceptibilidade

ITRNN 38,5% 24,5% 14,0%
IP 27,9% 15,6% 12,3%

Harrigan et al., Infect Dis. 2005 15;191(8):1325-30.



Mensagens finais:

e Considerar adesao e coleta na vigéncia de ARV

e Analise do uso prévio de ARV e histdrico de
genotipagens, pois a muta¢ao pode deixar de existir
na auséncia de pressao seletiva da droga, e re-
aparecer com a mesma;

e Beneficio real da genotipagem — seguir critérios.

e Algoritmos tem deficiéncia, algumas vezes com
discordancia de interpretacao



