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Mensagens principais

* A vigilancia global das sequéncias genéticas do SARS-CoV-2 e dos metadados correlatos contribui para a resposta ao surto de
COVID-19. Essa contribuicdo inclui o rastreamento da disseminagdo do SARS-CoV-2 geograficamente ao longo do tempo ¢ a
garantia de que as mutagdes que possam influenciar a patogenicidade, a transmissdo ou as contramedidas (como vacinas, tera-
péutica e diagnosticos) sejam detectadas e avaliadas em tempo habil.

» Embora o custo e a complexidade do sequenciamento genético tenham caido significativamente ao longo do tempo, os progra-
mas de sequenciamento efetivos ainda exigem um investimento substancial em termos de pessoal, equipamento, reagentes e
infraestrutura bioinformatica. Além disso, é necessaria uma colaboragao efetiva para garantir que os dados gerados sejam de boa
qualidade e que sejam usados de maneira significativa.

» Os paises s3o incentivados a depositar rapidamente as sequéncias do SARS-CoV-2 em um banco de dados ptblico para compar-
tilha-las com a comunidade cientifica para fins de satide publica. Os investimentos em uma rede de sequenciamento global em
camadas para SARS-CoV-2 contribuirdo para o desenvolvimento de programas de sequenciamento global resilientes e de alta
qualidade para a detecgdo e 0 manejo de outros patdgenos causadores de surto no futuro.

Retrospectiva

Na tltima década, os dados de sequéncia genética (GSD) de patdgenos passaram a desempenhar papel fundamental na detecgéo e
no manejo de surtos de doencas infecciosas, apoiando o desenvolvimento de diagnosticos, medicamentos e vacinas e orientando a
resposta a surtos. (1-11) Com o surgimento do novo coronavirus, posteriormente denominado coronavirus da sindrome respiratoria
aguda grave 2 (SARS-CoV-2), a importancia dos GSD foi ainda mais enfatizada. Mais de 280 mil sequéncias completas de genoma
foram compartilhadas por meio de bancos de dados acessiveis ao publico no periodo de um ano desde a identificacdo inicial do
SARS-CoV-2. (12) A analise dos dados quase em tempo real impactou diretamente a resposta da saude publica. (12-16) Os objetivos
de saude publica do sequenciamento gendomico do SARS-CoV-2 estdo relacionados na Tabela 1.

O crescente entendimento de como as informagdes de sequéncia podem contribuir para melhorar a satde publica esta impulsionando
investimentos globais em instalagdes e programas de sequenciamento. O custo e a complexidade decrescentes da geracdo de GSD
oferecem oportunidades para expandir a capacidade de sequenciamento; no entanto, os desafios para a implementacao generalizada
permanecem, e a capacidade e os dados de sequenciamento ndo estdo uniformemente distribuidos ao redor do mundo, com uma
super-representa¢dao dos GSD do SARS-CoV-2 provenientes de paises de alta renda.

Tabela 1. Objetivos de satide publica do sequenciamento genémico do SARS-CoV-2

Atividades que exigem esforco limitado

e que, uma vez realizadas, podem

dispensar o sequenciamento ou necessitar

de sequenciamento ocasional para

acompanhamento

* Identificar o SARS-CoV-2 como o agente
causador da doenga.

+ Desenvolver diagnodsticos para SARS-CoV-2.

+ Apoiar o desenvolvimento de terapias e
vacinas.

* Investigar a data de introdugdo em humanos
e investigar a origem do SARS-CoV-2 (em

Atividades que exigem agdes continuas de sequenciamento por um longo periodo de
tempo

Monitorar o movimento e a atividade viral:
* Investigar a disseminagdo geografica e
reintrodugdes nas populagdes.

Investigar surtos em locais e populagdes
especificas (por exemplo, em hospitais).
Rastrear a reintrodugdo zoondtica em ambas
as diregdes, ultrapassando a barreira entre as

Evolucdo do SARS-CoV-2 e seu

impacto em:

* Alteragdes no comportamento viral
(alteragdo fenotipica), por exemplo, .
transmissibilidade ou patogenicidade.

* Imunidade (proveniente de vacinas ou | *
de infecgdo natural).

andamento). + Diagnostico (ou seja, molecular, espécies.
+ Reinfecgio: sorologia, ensaios de antigeno). * Monitorar o meio ambiente e as dguas
— avaliar e melhorar a compreensio desse * Intervengdes terapéuticas (por residuais.
fendmeno; exemplo, anticorpos monoclonais). * Apoiar a vigilancia classica quantificando

— em nivel individual, diferenciar a infecgao
prolongada da reinfecgao.

o periodo de transmissdo e avaliando os
impulsionadores e estimando o nivel de
transmissdo na populagio.
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Objetivo deste documento

Este documento fornece orientagdo aos formuladores de politicas em nivel nacional e as partes interessadas sobre como maximizar
o beneficio para a satde publica das atividades de sequenciamento gendmico do SARS-CoV-2 no curto e longo prazo, enquanto a
pandemia continua a se desenvolver. Sdo abordadas consideragdes praticas para a implementagdo de um programa de sequencia-
mento gendmico viral e uma visdo geral dos objetivos de saude publica do sequenciamento gendmico. Esta orientagdo concentra-se
no SARS-CoV-2, mas ¢ aplicavel a outros patdogenos de interesse para a saide publica. Recomenda-se que os paises que desejam
desenvolver a capacidade de sequenciamento do SARS-CoV-2 fagam isso como parte de um plano mais amplo para desenvolvimen-
to de capacidade para detectar e monitorar outros patogenos de interesse de saude publica.

Orientacio adicional da OMS

A OMS desenvolveu o guia de Implementacao do sequenciamento gendmico do SARS-CoV-2: guia de implementagdo para maximo

impacto na satde publica em colaboragdo com especialistas em sequenciamento do mundo inteiro. Este guia fornece uma retrospec-

tiva mais completa do sequenciamento do SARS-CoV-2 e se destina aqueles que estdo ativamente envolvidos na implementagao de
programas de sequenciamento. (/7) Fornece uma analise aprofundada dos varios usos do sequenciamento e conselhos técnicos sobre
o sequenciamento de patdogenos no contexto do SARS-CoV-2. Além de ler esses e outros documentos publicados, os laboratorios
com experiéncia limitada em sequenciamento devem buscar ativamente oportunidades para colaborar com laboratorios experientes
e/ou ingressar ou formar redes de laboratorios com experiéncia em sequenciamento.

1. Introducdo ao SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 ¢ classificado no género Betacoronavirus (subgénero Sarbecovirus) da familia Coronaviridae. (18) E um virus de
acido ribonucléico (RNA) de fita simples, de sentido positivo, com um genoma de aproximadamente 30 kb. (79) O sequenciamento
genético permite a leitura dos genomas virais. Como cada patdgeno possui uma sequéncia genémica Unica, esse método pode ser
usado para identificar novos patdégenos (como no caso do SARS-CoV-2). (20) O genoma do SARS-CoV-2 codifica proteinas ndo es-
truturais, quatro proteinas estruturais (espicula [S], envelope [E], membrana [M], nucleocapsideo [N]) e varias proteinas acessorias
presumiveis. (27-23) A entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira exige a ligagdo da proteina S viral ao receptor da enzima con-
versora de angiotensina 2 (ACE-2) da célula hospedeira. (24-27) A proteina da espicula do SARS-CoV-2, especialmente o dominio
de ligacao ao receptor (RBD), é um alvo critico para a imunidade natural e induzida por vacina. (28-32) Portanto, a diversificacdo
do gene que codifica a proteina da espicula pode potencialmente impactar a eficacia da vacina, a imunidade natural e as terapias
com anticorpos (monoclonais). (33)

Quando os virus se replicam, especialmente os virus de RNA, como o SARS-CoV-2, ocorrem alteragdes (mutagdes) no genoma.
Se uma mutagdo adquirida ndo tiver uma desvantagem evolutiva, ela pode se tornar fixa nas populagdes de SARS-CoV-2. A taxa
de alteragdo evolutiva no SARS-CoV-2 ¢ atualmente estimada em 1 x 10-3 substitui¢des por local por ano no nivel de nucleotideo.
(34) Isso se traduz em aproximadamente uma substitui¢do no genoma a cada duas semanas. (35) Essa taxa de evolucdo relativa-
mente baixa limita a resolucdo no tempo de eventos de transmissdo individuais. (35) O estudo da evolugdo do SARS-CoV-2 ¢ a
rapida identificagdo de substitui¢des, inser¢des ou dele¢des que podem impactar as propriedades virais (alteragdo fenotipica) sdo
ferramentas importantes no monitoramento de uma epidemia. Entre os resultados mais 6bvios desse trabalho esta a detecgdo de
mutagdes que estejam associadas a alteragdes na transmissibilidade e/ou patogenicidade do virus, ou que possam reduzir a utilidade
de contramedidas médicas (diagnosticos, vacinas e terapéuticas). O acompanhamento das mutac¢des do virus ao longo do tempo e do
espago também pode ajudar no rastreamento da propagag@o do patégeno e apoiar uma compreensdo aprimorada das possiveis rotas
e dindmicas da transmissdo. A reconstrugdo da historia evolutiva dos patdgenos pode ser obtida por meio de analise filogenética. As
analises filogenéticas e filodinamicas (ou seja, como as filogenias do virus sdo moldadas por processos epidemioldgicos e evoluti-
vos) podem fornecer informagdes abrangentes para apoiar a resposta ao surto.

2. Estabelecimento de uma abordagem ideal de sequenciamento do SARS-CoV-2 no contexto local
2.1 Priorizacao de objetivos e abordagem de sequenciamento especificos do contexto

Embora seu custo tenha caido significativamente nas ultimas décadas, o sequenciamento de genes ainda exige um investimento
substancial em recursos (financeiros, infraestrutura e humanos). Antes de iniciar um projeto de sequenciamento, a primeira etapa cri-
tica ¢ determinar se o sequenciamento ¢ realmente valioso para se alcangar um objetivo especifico ou se existem outras abordagens
mais efetivas em termos de tempo ou custo-beneficio disponiveis. Para essa decisdo pode ser necessario ponderar se o sequencia-


https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/338480/9789240018440-eng.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/338480/9789240018440-eng.pdf?sequence=1&isAllowed=y
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mento do virus por si s6 € suficiente para se atingir o objetivo definido ou se ele deve ser incluido como componente menor de uma
abordagem multidisciplinar. As atividades com enfoque epidemioldgico que integrem analistas de dados gendmicos diretamente as
equipes de investigagdo e resposta de satde publica t€ém probabilidade de ter um impacto imediato maior do que aquelas nas quais
a analise genomica do virus existe como atividade separada ou secundaria.

Quando os recursos para apoiar o sequenciamento sdo limitados, pode ser necessario limitar os objetivos de um programa de sequen-
ciamento a atividades com alto potencial clinico e/ou de satde publica, que possam ser continuadas. Esse programa pode priorizar
o sequenciamento do SARS-CoV-2: i) de individuos vacinados contra o SARS-CoV-2, mas que posteriormente se infectaram com
0 SARS-CoV-2, apesar de exibirem uma resposta imune apropriada a vacina; ii) em ambientes de risco, como onde ha estreita
interacdo humano-animal com grande nimero de animais que sdo suscetiveis a infec¢do por SARS-CoV-2, ou onde ha pacientes
imunocomprometidos com excregao prolongada, especialmente quando recebem terapia com anticorpos contra SARS-CoV-2; iii)
quando houver aumento ou alteragdo inesperada na transmissibilidade e/ou viruléncia do SARS-CoV-2; iv) quando houver suspeita
de alterag@o no desempenho de métodos ou terapias diagndsticas (anticorpos, antigenos, ensaios moleculares); v) durante as inves-
tigagdes de clusters quando o sequenciamento pode apoiar a compreensdo dos eventos de transmiss@o e/ou avaliar a eficdcia dos
procedimentos de controle de infeccéo.

A Figura 1 fornece uma viso geral dos pilares basicos necessarios para o sequenciamento. Se ndo houver capacidade disponivel ou
se ela for limitada em todos os trés pilares, provavelmente sera necessario desenvolver parcerias com outros grupos para se atingir
as metas de sequenciamento. Por outro lado, se houver capacidade e recursos adequados para um ou mais pilares, o laboratdrio
pode cogitar apoiar outros parceiros com programas de sequenciamento incipientes. A demanda varidvel de capacidade ocorrera em
diferentes fases de um surto e pode exigir que os laboratdrios mudem de uma estratégia para outra.

Capacidade Capacidadede Sequencia- Analise de dados

e potencial diagndstico mento fisico de sequéncia
Nao Colaborar com
parceiros para apoio
e capacitagédo
Limitado

Avaliar se as necessidades
minimas podem ser
realizadas ou se é

Sim, mas . .
preferivel apoio externo

sobrecarregado

Executar o
sequenciamento
para 0s objetivos
definidos

) Realizar o
Sim, espago para sequenciamento
apoiar outros para os objetivos
definidos, apoiar
outros, se possivel

Figura 1. Estabelecer capacidade nos pilares necessarios para o sequenciamento, a fim de selecionar a melhor abordagem
para o estabelecimento de um programa de sequenciamento

Sim, suficiente

2.2 Investir na capacidade de sequenciamento global sustentiavel para SARS-CoV-2 e outros patégenos
(emergentes/reemergentes) de interesse para a saude publica

As redes hierarquicas de laboratorios da OMS tém funcionalidade comprovada e permitem a colaboragdo global, com adaptac@o re-
gional das redes a necessidades nacionais e regionais especificas. (36-39) O desenvolvimento de uma rede de sequenciamento global
forte e resiliente pode maximizar o impacto do sequenciamento do SARS-CoV-2 e de outros patdgenos emergentes/reemergentes na
saude publica. Atualmente, os laboratérios de referéncia da OMS que fornecem testes de confirmag@o para COVID-19 estdo apoiando
algumas dessas necessidades de sequenciamento e analise. (40) Varias regides tém capacidades de sequenciamento, ou estas estdo em
processo de desenvolvimento, as quais poderdo se juntar a rede global de laboratérios/grupos de sequenciamento. Para determinar a
contribui¢do que os laboratorios da rede podem fazer, pode ser realizada uma estimativa global da capacidade de cada pilar listado
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na Figura 1. Diversas redes laboratoriais especificas para patdgenos (como aquelas que trabalham com resisténcia antimicrobiana,
MERS-CoV, influenza, sarampo, rubéola, poliovirus e tuberculose) investiram na capacidade de sequenciamento como parte de suas
atividades de vigilancia. (8, 9, 4/-43) Como os custos de sequenciamento ainda sdo substanciais e muitas partes do fluxo de trabalho
de sequenciamento podem ser usadas para varios patdgenos ou objetivos de sequenciamento, incentiva-se a colaborac@o nacional para
garantir o uso ideal da capacidade existente. Os programas de capacitagdo devem se concentrar em uma abordagem gradual para de-
senvolvimento de competéncias. As prioridades de desenvolvimento de capacidade devem ser dependentes do contexto. Para alguns
paises, faria sentido desenvolver a capacidade de laboratorio imido, ao passo que, em outros lugares, seria de maior impacto terceirizar
o sequenciamento real e concentrar-se no desenvolvimento da bioinformatica, no manejo e na interpretacdo de dados. Para que haja
colaboracdo, compartilhamento de dados, protocolos padronizados para sequenciamento efetivos, reunides e treinamento conjuntos,
auditorias, testes de proficiéncia (sequenciamento e analise) e desenvolvimento de padrdes de referéncia para a avaliagdo de diferentes
procedimentos, apoiardo o desenvolvimento de programas de sequenciamento de alta qualidade para o SARS-CoV-2 e para deteccao
e resposta a futuros patogenos emergentes. Quando as amostras sdo compartilhadas em uma rede, também devem estar disponiveis
mecanismos apropriados para o envio de amostras de acordo com os requisitos adequados.

3. Consideragdes praticas para a implementagéo de um programa de sequenciamento gendémico viral

Aqui, fornecemos uma visdo geral dos requisitos técnicos para o estabelecimento de um programa de sequenciamento. Para obter
informagoes detalhadas sobre o sequenciamento do SARS-CoV-2 consulte o guia completo de implementacdo do sequenciamento
do SARS-CoV-2. (17)

3.1 Consideracdes praticas ao desenvolver um programa de sequenciamento SARS-CoV-2

Os objetivos do sequenciamento determinardo o desenho do fluxo de trabalho de sequenciamento (Tabela 1). No Anexo I podem ser
encontradas questdes-chave relevantes para auxiliar esse processo. O Anexo II contém uma lista de verificagdo com considera¢des
para o planejamento de um programa de sequenciamento do SARS-CoV-2. A Figura 2 representa o fluxo de trabalho para o sequen-
ciamento do genoma completo do SARS-CoV-2. Todos os funcionarios envolvidos em um programa de sequenciamento devem re-
ceber treinamento e orientagdo apropriados para cumprir a tarefa exigida. As principais partes interessadas devem ser identificadas,
consultadas e envolvidas em um estagio inicial. As partes interessadas a serem envolvidas no desenvolvimento de programas de
sequenciamento incluem orgdos de saude publica, laboratorios de diagndstico, instalagdes de sequenciamento, grupos analiticos e,
dependendo do local, equipes de prevencao e controle de infec¢do ou servigos de satide ocupacional, grupos de defesa de pacientes
e outras institui¢des envolvidas em atividades de pesquisa de interface humano-animal, quando apropriado. Ao longo do projeto,
devem ser desenvolvidos e mantidos canais e vias de comunicagdo que estejam alinhados com os objetivos do programa, a fim de
garantir que os dados de sequenciamento sejam usados da melhor forma. Avaliagdes regulares do progresso do projeto e avaliagio
final sdo fundamentais para garantir que licdes sejam aprendidas e que melhorias sejam feitas, quando necessario. Para se alcangar
sucesso nos objetivos de um programa de sequenciamento focado em patégenos emergentes exige-se o envolvimento de especialis-
tas em diferentes campos: (i) sequenciamento em laboratorio imido e manuseio seguro de amostras virais; (ii) geragdo de genomas
precisos a partir de dados brutos; (iii) analise de genomas para gerar resultados significativos que sejam uteis para a resposta ao sur-
to; e (iv) patégenos. A maioria dos especialistas terd habilidade em apenas uma ou duas dessas areas. Para (ii) e (iii), sdo necessarios
recursos computacionais poderosos para se alcangar resultados rapidos. A colaboragdo entre especialistas com diferentes conjuntos
de habilidades e combinacdo de recursos €, portanto, muitas vezes a chave para gerar resultados oportunos, precisos e efetivos que
possam realmente impactar a satde publica.

Gerencia- i 5
Coleta de Preparagdo Sequencia- Andlise de mento/com- Interpreta A(;ap de
o o : ) cdo de saude
amostra de amostra mento bioinformatica partilhamen Jad il
to de dados ados publica
T - Participantes da resposta - -

ao surto de COVID-19

Figura 2. Fluxo de trabalho para o sequenciamento do genoma completo do SARS-CoV-2. Observe que a implementacio
bem-sucedida desse fluxo de trabalho envolvera a comunicacio bilateral entre especialistas envolvidos em diferentes esta-
gios; por exemplo, aqueles que conduzem a interpretacio dos dados, idealmente, discutiriam diretamente com os envolvidos
na selecdo e preparacio da amostra quais das amostras serio escolhidas do sequenciamento.
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3.2 Consideracoes éticas

E importante analisar as implicagdes éticas ao desenhar um programa de sequenciamento. Devem ser identificados os possiveis
riscos de dano social aos participantes da pesquisa e definidas as estratégias de mitigagdo. Quaisquer investigagdes propostas devem
ser avaliadas e aprovadas por um comité de revisdo ética, que leva em consideragao o valor social, a validade cientifica, a selegdo de
participantes, a relagdo risco-beneficio, o consentimento informado e o respeito continuo pelos participantes. (44-46) Nos lugares
em que os pesquisadores ndo tiverem experiéncia na identificagdo de possiveis questdes éticas que envolvem o sequenciamento de
patégenos de surto, como o SARS-CoV-2, sdo fortemente encorajados a colaboragdo internacional e o envolvimento desses espe-
cialistas. (44) A colaboragdo entre pesquisadores de todo o mundo deve garantir parcerias de pesquisa colaborativa equitativas e
mutuamente benéficas. Os pesquisadores locais devem ser encorajados a assumir papéis de lideranga e ativos em todo o processo de
pesquisa, pois sdo mais propensos a compreender seus sistemas de satude e pesquisa e a ser capazes de traduzir os resultados em po-
liticas. (44, 45) As consideragdes éticas para a sequéncia genomica e o compartilhamento de metadados sdo discutidas na sec¢do 3.7.

3.3 Consideragoes para estratégia de amostragem e preparacio de amostra

Uma vez que as metas forem identificadas, uma estratégia de amostragem apropriada precisa ser desenvolvida com as partes interes-
sadas relevantes. Detalhes sobre a amostragem podem ser encontrados no guia de implementaggo de sequenciamento SARS-CoV-2.
(17) Idealmente, as razdes para a escolha de espécimes para sequenciamento devem ser registradas nos metadados, uma vez que a
inclusdo de subconjuntos ndo aleatorios de amostras pode afetar a confiabilidade de certas analises genéticas, como anélises filo-
genéticas e filodinamicas. Conselhos praticos sobre como coletar amostras clinicas sdo abordados nas diretrizes de diagnostico do
SARS-CoV-2. (47) Antes do sequenciamento, ¢ recomendado enriquecer a amostra de material genético do SARS-CoV-2 em rela-
¢do a outros materiais genéticos. Nessa etapa, tome cuidado para ndo contaminar a amostra. (17, 48, 49) As abordagens baseadas em
PCR sao uma maneira barata, rapida e conveniente de aumentar a quantidade de material genético viral disponivel em uma amostra
antes do sequenciamento, por exemplo, a abordagem desenhada pela Rede ARTIC. (57-53) Para obter mais detalhes técnicos e saber
como selecionar o método ideal para diferentes situagdes, consulte o guia de implementacdo de sequenciamento do SARS-CoV-2.
(17) Apos a preparacao inicial da amostra para enriquecimento do material genético do SARS-CoV-2, de modo geral as bibliotecas
podem ser preparadas usando protocolos de sequenciamento padrdo que sejam apropriados para qualquer virus.

3.4 Consideracoes laboratoriais

As estratégias de sequenciamento do SARS-CoV-2 incluem abordagens direcionadas que dependem do conhecimento do genoma e
abordagens metagendmicas que ndo exigem conhecimento prévio da sequéncia genomica. (54, 55) O Anexo III resume as principais
vantagens e limita¢des de cada tecnologia de sequenciamento comumente usada. Antes de investir na capacidade de sequenciamen-
to, deve-se levar em conta os requisitos das varias tecnologias em termos de recursos humanos, competéncias da equipe, infraes-
trutura laboratorial, tempo de execucao, custos, facilidade de uso, processamento de dados subsequente, taxa de transferéncia (taxa
de produgdo de dados) e precisdo do sequenciamento. O nimero de amostras que precisam ser analisadas dependera do objetivo do
sequenciamento. Ao calcular os custos, leve em conta ndo apenas a aquisi¢do de equipamentos de sequenciamento, mas também os
custos recorrentes de reagentes, manutencao e contratos de servigo. Esta orientagdo ndo cobre custos, mas uma ampla visdo geral
recente pode ser encontrada em (8). Deve haver infraestrutura basica para apoiar um sequenciamento confiavel, incluindo conexao
confiavel a internet e fornecimento de eletricidade, ambiente apropriado (por exemplo, auséncia de vibragao e poeira, necessidade
de registro e regulagem de temperatura e umidade para algumas plataformas) e registro do armazenamento de amostras. Devem ser
implementadas medidas de bioprotecdo e biosseguranca adequadas. A avaliacdo dos custos e requisitos basicos de infraestrutura
pode ajudar na decisdo de realizar o sequenciamento real internamente ou de modo terceirizado. A tecnologia muda rapidamente;
consequentemente, certas técnicas se tornardo obsoletas ou os fabricantes mudardo para maquinas e/ou reagentes diferentes. Antes
de fazer grandes investimentos, é recomendavel determinar por quanto tempo o fabricante se comprometera a fornecer reagentes e
apoiar a manutengao e a solug@o de problemas das plataformas de interesse selecionadas. Ao planejar um programa, a disponibilida-
de de reagentes e equipamentos adicionais para apoiar o trabalho de sequenciamento também deve ser levada em consideragio [por
exemplo, métodos de extracdo (seja automatizado ou manual), instrumentos para quantificacdo do material genético, instrumentos
de amplificacdo e incubagdo, purificagio de amostra e armazenamento de amostras e reagentes]. Os laboratorios que realizam o
sequenciamento gendémico devem ter capacidade de realizar um teste PCR para SARS-CoV-2 de alta qualidade confirmada por ga-
rantia de qualidade interna e externa. Além disso, para cada etapa do processo, devem ser estabelecidos e monitorados indicadores
de qualidade.
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3.5 Bioinformatica e consideracdes computacionais

Os requisitos de hardware diferem dependendo da abordagem adotada (para detalhes, consulte o guia de implementagdo (77)). O
volume de dados brutos produzidos depende do método de sequenciamento (ver anexo III) e do nlimero de amostras sequenciadas.
(56) O poder computacional necessario para a analise de dados também difere de acordo com o objetivo e 0 método de sequencia-
mento. Por exemplo, a filogenética e o alinhamento do genoma podem exigir poder computacional de alto desempenho, especial-
mente quando os conjuntos de dados sdo grandes. Os custos da arquitetura computacional necessaria para armazenar € manipular
esses dados devem ser levados em consideracdo ao se desenvolver uma pipeline de sequenciamento. A pipeline de bioinformatica
dependera das etapas do laboratorio de pré-sequenciamento, da plataforma de sequenciamento e dos reagentes usados. Para uma
descri¢do detalhada das pipelines de bioinformatica, consulte o guia de implementacao. (17)

3.6 Consideracoes sobre denominacao e nomenclatura de virus

Ainda nio foi estabelecida uma nomenclatura consistente para o SARS-CoV-2. Na auséncia de uma nomenclatura consistente acor-
dada, trés principais estratégias de nomenclatura sdo geralmente utilizadas. Podem-se definir as linhagens ou clados com base em
virus que compartilhem um ancestral comum determinado filogeneticamente. Tanto o GISAID quanto o Nextstrain tém como obje-
tivo fornecer uma ampla categorizacdo da diversidade em circulagdo global, nomeando diferentes clados filogenéticos. Rambaut et
al. propds uma nomenclatura dindmica para linhagens de SARS-CoV-2 que se concentra nas linhagens de virus de circulagdo ativa
e naquelas que se espalham para novos locais. (57) H4 um software disponivel para atribuir automaticamente novas sequéncias a
uma linhagem e/ou clado. (58-60) Com o aumento da diversidade nos genomas de SARS-CoV-2, a demanda por uma nomencla-
tura uniforme esta crescendo. (57, 61, 62) Embora néo exista alguma nomenclatura consistente, a melhor abordagem seria listar
determinadas linhagens e/ou clados usando todos os trés sistemas comumente usados ou, no minimo, declarar explicitamente qual
nomenclatura esta sendo usada.

3.7 Sequéncia gendmica e compartilhamento de metadados

O rapido compartilhamento dos GSD de patdgenos, juntamente com os metadados epidemiologicos e clinicos anonimos relevan-
tes, maximizara o impacto do sequenciamento gendmico na resposta de saude publica. (63-65) O amplo compartilhamento de se-
quéncias de SARS-CoV-2, bem como protocolos de diagndstico, protocolos de sequenciamento e amostras, tem sido globalmente
benéfico para se atingir a capacidade de diagnostico molecular em todo o mundo. (66-68) A comunidade cientifica/médica deve
continuar a desenvolver a colaboragdo global e o compartilhamento oportuno de dados durante o surto de SARS-CoV-2 e futuros
surtos emergentes. Existem duas opgdes distintas disponiveis para compartilhamento de dados de sequéncia genémica do SARS-
CoV-2: “dominio publico” e “acesso publico”. (69) Os bancos de dados de dominio ptiblico fornecem acesso aos dados sem exigir
a identidade de quem acessa e usa os dados, por exemplo, o INSDC, operado pela DDBJ, EMBL-EBI ¢ NCBI. Em bancos de da-
dos de acesso publico, como o GISAID, os usuarios devem se identificar para garantir o uso transparente dos dados, permitir uma
supervisdo efetiva, proteger os direitos dos contribuidores de dados, fazer o possivel para colaborar com os provedores de dados e
reconhecer sua contribuicdo nos resultados publicados. Os exemplos mencionados sdo gratuitos e acessiveis ao publico. Quando
forem desenvolvidos projetos de sequenciamento de patdgenos, ¢ imperativo determinar qual dessas escolhas ¢ a mais apropriada,
se houver, e se sdo necessarios outros métodos para acessar € compartilhar GSD. (44) Um dos fatores criticos para garantir o com-
partilhamento continuo de dados genéticos ¢ dar o devido reconhecimento aqueles que coletam amostras clinicas e geram sequéncias
gendmicas de virus. As fontes de dados sempre devem ser reconhecidas quando forem utilizados dados disponiveis publicamente, e
as publicacdes e os artigos preprint relacionados devem ser citados quando disponiveis.

Os dados de sequéncia, incluindo sequéncias de consenso, sequéncias de consenso parciais ¢ dados de sequéncia bruta, podem ser
compartilhados de forma valiosa em varios formatos. A qualidade dos dados da sequéncia, incluindo contaminagdo potencial com
amplicons produzidos por meio de PCR, deve ser avaliada cuidadosamente antes do compartilhamento. Os laboratérios devem en-
trar em contato com as plataformas de compartilhamento de sequéncias para atualizar as sequéncias parciais enviadas anteriormente,
se um erro for identificado e corrigido. O compartilhamento das leituras brutas de sequenciamento viral (ou seja, todos os frag-
mentos sequenciados individuais de um genoma viral antes de serem agrupados em um genoma de consenso) € importante porque
permite a comparagao direta do efeito de diferentes abordagens de bioinformatica para geracdo de genoma de consenso e facilita a
correcao de erros, se necessario. Dado o grande tamanho de dados das bibliotecas sequenciadas, o compartilhamento de dados em
nivel de leitura pode ser mais desafiador em locais com velocidade de upload de internet limitada ou conex&o intermitente. Todos
os dados compartilhados devem proteger o anonimato do paciente. Para garantir o anonimato do paciente, os dados brutos contendo
leituras humanas devem ser filtrados para reter apenas GSD ndo humano (ou seja, viral) antes do compartilhamento. (43) O com-
partilhamento dos metadados vinculados, como data de coleta da amostra ou local de amostragem aproximado, ¢ necessario para
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permitir que os dados de sequéncia sejam usados em muitas aplicagdes filogenéticas. No entanto, deve ser cuidadosamente levado
em consideracdo quais metadados podem ser razoavelmente compartilhados sem comprometer o anonimato do paciente.

As andlises preliminares de GSD sdo frequentemente compartilhadas por meio de foruns, plataformas e servidores de preprint. (70-
72) Por meio de suas publica¢des, como em todos os relatorios cientificos, os cientistas devem levar em consideracgdo os pontos for-
tes e fracos de suas analises € 0 modo como as andlises podem ser interpretadas ou apresentadas por varios publicos antes da revisdo
por pares. Os cientistas sdo encorajados a fornecer uma interpretagdo clara de suas descobertas, de modo que sejam minimizados
mal-entendidos ou o uso indevido dos resultados.

4. Objetivos de saude publica do sequenciamento gendmico do SARS-CoV-2

A seguir estdo resumidos exemplos dos principais objetivos de saude publica do sequenciamento do SARS-CoV-2; para descri¢des
detalhadas, consulte o guia de implementagdo do sequenciamento do SARS-CoV-2. (17)

4.1 Identificaciio e caracterizacdo do SARS-CoV-2 e desenvolvimento de contramedidas

O compartilhamento da sequéncia genética completa do novo virus, no inicio de janeiro de 2020, foi fundamental para caracterizar
0 SARS-CoV-2, permitindo o rapido desenvolvimento de diagnosticos e apoiando o desenvolvimento de terapias e vacinas. (73-80)
O sequenciamento gendmico aprimora nossa compreensao das origens e da transmissdao de novos virus. Ao estudar os genomas
SARS-CoV-2 iniciais disponiveis em Wuhan, Republica Popular da China e areas vizinhas, foi possivel determinar que a tltima
data possivel de emergéncia em seres humanos foi entre novembro e dezembro de 2019. (74, 75, 81, 82) A amostragem de uma
ampla gama de animais esta apoiando a pesquisa relacionada a identificacdo da origem animal inicial e/ou de possiveis hospedeiros
intermediarios. (81, 83, 84)

4.2 Monitoramento de transmissao e disseminac¢ao geografica

A filogenética ¢ um método para investigagdo das relagdes evolutivas entre diferentes organismos usando suas sequéncias genéticas.
E usado em quase todos os ramos da biologia e tem muitas aplicagdes importantes na informacao de respostas de saude ptblica. (17,
85-87) A disponibilidade de dados epidemioldgicos ou clinicos relacionados a amostragem da sequéncia gendmica do virus (muitas
vezes referida como metadados; por exemplo: data de amostragem, localizagdo do paciente, pardmetros clinicos) aumenta a inter-
pretagdo das analises filogenéticas. Os metadados necessarios diferem de acordo com o objetivo do sequenciamento gendmico. Os
aspectos técnicos das analises filogenéticas e filodinamicas, metadados e riscos comuns de ma interpretagdo podem ser encontrados
no guia de implementagdo do sequenciamento do SARS-CoV-2. (17)

4.2.1 Investigagdo da disseminagdo geogrdfica e reintrodugoes nas populagoes

Estdo sendo utilizadas analises filogeograficas que usam sequéncias gendmicas virais e informagdes sobre o local de amostragem
para rastrear a circulacdo do SARS-CoV-2 em todo o mundo. (13, 47, 8§8-90) As reconstrugdes filogeograficas sdo frequentemente
exigentes do ponto de vista computacional, e as estratégias de subamostragem podem ajudar a reduzir essa carga computacional.
Pode ser valioso inferir a movimentagdo do virus ou pais de origem de clados/linhagens especificos, mas isso deve ser feito com
cautela porque varios fatores podem influenciar a reconstrucdo filogeografica. Por exemplo, a falta de genomas de SARS-CoV-2
disponiveis em certas areas pode tornar menos provavel que essas areas sejam reconstruidas como a origem geografica de uma
linhagem/clado. Em alguns bancos de dados, as sequéncias genomicas podem estar associadas com a localizagdo da amostra do
virus, em vez de com a localizag@o suspeita da infecgdo de um paciente. Se a localizagédo diferir porque um paciente viajou entre o
momento da infec¢do e o da amostragem do virus, a analise filogeografica pode resultar em reconstrugdo imprecisa da origem de
clados/linhagens especificas. (91) Esses resultados devem ser interpretados com cautela e ndo com a suposi¢do de que os resultados
filogeograficos representam os verdadeiros padrdes de propagacao viral espago-temporal.

Também podem ser usados métodos para inferir a propagacdo espago-temporal de um surto para investigar os fatores que impul-
sionaram a dispersao do virus. (92) A identificacdo dos impulsionadores de transmissdo pode ajudar a criar novas estratégias para
prevenir a disseminagdo. Essa abordagem foi usada, por exemplo, nos surtos de doenga do virus ebola na Africa Ocidental. (93, 94)
Para 0 SARS-CoV-2, varios paises t€ém usado o sequenciamento gendmico para estabelecer a contribuigdo da transmissio local em
comparacdo com a importacdo de casos e usou essa informagdo para ajudar na tomada de decisdes sobre politicas. (89, 90, 95-100)
A identificagao filodindmica de fatores que sdo importantes para a compreensdo da transmissdo € muitas vezes exigente em termos
computacionais e requer a curadoria de dados extensos sobre fatores explicativos em potencial (por exemplo, densidade da popula-
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¢do humana, mobilidade humana). As analises sdo, portanto, frequentemente concluidas semanas ou meses apds o sequenciamento
gendmico do virus. No entanto, até mesmo as analises retrospectivas sdo uteis para orientar as intervengdes para o SARS-CoV-2 ou
possiveis patdogenos emergentes.

4.2.2 Avaliacdo de evidéncias em rotas de transmissdo ou clusters

O agrupamento filogenético tem sido usado para apoiar as investigagdes de clusters e surto de SARS-CoV-2. As analises de grupos
de transmissdo podem orientar as decisdes locais sobre a necessidade de medidas de controle para prevenir transmissdo futura em
locais onde foram identificados surtos. (107) Dada a taxa evolutiva relativamente lenta do SARS-CoV-2 (ou seja, uma substituicdo
de nucleotideo a cada duas semanas), espera-se que muitos eventos de transmissdo individuais ndo sejam rastreaveis com base em
dados de sequéncia genomica. (35) O agrupamento filogenético de sequéncias de pacientes com a mesma fonte hipotética de expo-
sicdo seria condizente com essa exposi¢do (embora ndo seja uma evidéncia forte disso). Em contraste, a separagdo filogenética de
sequéncias de virus de pacientes com a mesma fonte hipotética de exposi¢ao indicaria fortemente que a fonte comum de infec¢do
foi identificada incorretamente.

4.2.3 Quantificagdo dos periodos de transmissdo e acompanhamento do numero de reproducdo ao longo do tempo

As abordagens filogenéticas de relégio molecular podem ajudar a estimar o limite superior e o inferior do tempo de circulagio das
linhagens genéticas do virus amostrado em uma determinada populagdo. (74, 90, 102-106) Essa abordagem pode fornecer informa-
¢Oes mais precisas sobre o periodo de transmissdo viral do que a identificagao clinica dos casos, principalmente nas fases iniciais ou
tardias de um surto, quando a vigilancia ¢ limitada. O estudo da variagdo nas sequéncias gendmicas detectadas pode determinar se ha
transmissdo local clinicamente ndo detectada. Nesses locais, precisariam ser implementados programas aprimorados de vigilancia
diagnostica onde houver suspeita de circulagdo ndo detectada.

A analise da sequéncia gendmica também pode estimar quantos individuos s@o infectados por um individuo em uma determinada
populacdo [niimero de reproducdo (R0)] e apoiar a avaliacdo das mudangas relativas no tamanho do surto ao longo do tempo. Essas
informagdes podem ser usadas para avaliar o impacto de medidas de controle especificas.

4.2.4 Vigildncia ambiental em dguas residuais e esgoto

Para patdgenos como o poliovirus, o monitoramento de aguas residuais ¢ uma ferramenta importante para rastrear a circulagao silen-
ciosa de virus em uma comunidade. Essa abordagem oferece oportunidades para detectar a circulagdo (antes que os pacientes iniciais
tenham sido detectados clinicamente), estimar a prevaléncia e compreender a ligacdo e a diversidade genética. (107, 108) Varios
paises demonstraram a deteccdo molecular do RNA do SARS-CoV-2 em aguas residuais. (109-115) Consequentemente, a vigilancia
ambiental ¢ uma abordagem promissora, especialmente em ambientes de baixa prevaléncia, para identificar portadores ndo reconhe-
cidos e servir como um sistema de “alerta precoce” da introdug@o ou de mudancas na prevaléncia do SARS-CoV-2. (109, 116, 117)

4.2.5 Investigagdo de reinfec¢oes em potencial

Os coronavirus sazonais podem reinfectar humanos. (7/8) Para o SARS-CoV-2, foram documentados casos de reinfecgdo. (119-
124) Nesse contexto, as sequéncias genomicas do SARS-CoV-2 amostradas a partir do primeiro episodio e de episodios subsequen-
tes podem ser comparadas para determinar se a nova deteccdo do SARS-CoV-2 em um individuo ¢ uma reinfec¢ao ou o resultado
de excre¢ao viral prolongada. (125, 126) Se as sequéncias de cada episddio tiverem fortes distingdes genéticas como, por exemplo,
se ocorrerem em linhagens/clados diferentes ¢ bem documentados, os episddios subsequentes podem ser considerados reinfecgdes.
S&o necessarias investigagdes soroldgicas concomitantes para entender se a reinfec¢do estd associada a uma cepa antigenicamente
distinta ou a auséncia de uma resposta imune protetora a partir da infec¢@o inicial. O sequenciamento pode, portanto, apoiar melhor
compreensdo da frequéncia e dos possiveis fatores de risco para reinfecgdo. (125, 126)

4.3 Monitoramento da evolu¢ao do SARS-CoV-2
4.3.1 Avaliagdo estruturada de mutagoes possivelmente relevantes

O sequenciamento gendmico pode ser usado para identificar substitui¢des genéticas que podem alterar as caracteristicas da infecgdo
viral (alterac@o fenotipica), tais como transmissibilidade ou viruléncia. Todos os virus adquirem alteragdes genéticas a medida que
circulam, mas a grande maioria das alteragdes adquiridas ndo afeta substancialmente o comportamento do virus. No entanto, raras
alteragdes genéticas no SARS-CoV-2 podem causar alteragdes fenotipicas relevantes de importancia para a satde publica. E dificil
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identificar e demonstrar o impacto dessas alteragcdes. Em geral, é dificil estabelecer com seguranga se o aumento na prevaléncia
relativa de determinada(s) mutagdo(des) ao longo do tempo se deve a uma diferenca fenotipica. A predomindncia de um clado/
linhagem viral especifico em uma populagao, por exemplo, pode ser devida mais ao comportamento da populagdo humana infec-
tada do que ao comportamento do proprio virus. Na maioria das vezes, esses padroes sdo provavelmente estocasticos. No entanto,
se a analise filogenética sugere um possivel impacto epidemioldgico ou clinico de mutagdes/variantes especificas, sdo necessarios
estudos gendmicos clinicos adequadamente conduzidos para avaliar as variantes candidatas que podem conferir ao virus alteragdes
fenotipicas clinicamente observaveis. As alteragdes genéticas propostas para causar alteragdes fenotipicas devem ser avaliadas
usando abordagens padronizadas, incluindo estudos de modelagem de proteinas para avaliar o impacto potencial e experimentos in
vitro ou in vivo com um virus mutante (clones) com as mutagdes especificas de interesse para confirmar ou rejeitar as propriedades
especificas das variantes candidatas. Foi estabelecido um Grupo de Trabalho da OMS dedicado, derivado da Rede de Laboratorios
de Referéncia para SARS-CoV-2 da OMS. Esse Grupo de Trabalho da Evolugdo do SARS-CoV-2 (SEWG) concentra-se na evo-
lugdo do SARS-CoV-2 a fim de fornecer 8 OMS a identificagdo e avaliagdo oportuna de mutagdes potencialmente relevantes, bem
como aconselhamento para mitigacdo de risco. (16, 40, 127)

4.3.2 Monitoramento do impacto da evolugdo do SARS-CoV-2 nas contramedidas

No minimo, a vigilancia global dos genomas do SARS-CoV-2 deve detectar idealmente o surgimento de linhagens do SARS-CoV-2
com variantes genéticas que afetem a efetividade das contramedidas. O monitoramento de altera¢des gendmicas do SARS-CoV-2
que possam reduzir a eficacia da vacina deve acompanhar o lancamento das campanhas de vacinagdo contra o SARS-CoV-2. O
monitoramento ¢ a investigagdo das possiveis causas de falha da vacina devem incluir avaliagdes gendmicas para avaliar os possi-
veis mutantes de escape viral. Além disso, o sequenciamento pode ajudar na identificacdo de mutantes de escape para anticorpos
monoclonais (128) e terapias futuras. O monitoramento gendmico para identificar resisténcia a medicamentos tem sido usado para
outros patogenos, incluindo gripe, HIV e Mycobacterium tuberculosis. (9, 129)

O sequenciamento genomico também pode ser usado para monitorar alteragdes genéticas virais que afetem o diagndstico molecular.
O uso de varios alvos para detec¢ao do SARS-CoV-2, como um PCR multiplex direcionado a duas ou mais regides do genoma viral,
¢ uma abordagem custo-efetiva para reduzir a chance de falsos negativos nos ensaios como resultado da evolugdo do virus. (47, 127)
O sequenciamento do genoma do virus ou do gene-alvo pode ser realizado quando houver falha continua na detec¢do de um alvo
ou diferengas recentemente observadas na sensibilidade de ensaios direcionados a diferentes regides, a fim de identificar a possivel
causa. Para obter informagdes adicionais, consulte as orientacdes provisorias sobre o diagnostico de infecgdes por SARS-CoV-2.
(47) As mutagdes virais também podem impactar o antigeno ou o ensaio soroldgico, € o sequenciamento gendmico pode ajudar a
detectar possiveis falhas desses ensaios em um estagio inicial. (7130-132)

4.3.3 Evolugdo do SARS-CoV-2 na interface humano-animal

Quando um virus ¢ transmitido de uma espécie para outra, o virus pode se adaptar a seu novo hospedeiro. O receptor ACE-2 visado
pelo SARS-CoV-2 ¢ semelhante nos seres humanos ¢ em uma ampla variedade de animais (principalmente mamiferos). (133, 134)
Existe, portanto, potencial para a transmissao de seres humanos para animais (antroponose). Embora a homologia do ACE-2 sugira
que outros animais possam ser suscetiveis ao SARS-CoV-2, outras proteinas criticas para a replicagdo viral podem diferir e prevenir
infecgdes nesses animais candidatos. Portanto, sdo necessarios dados apropriados do mundo real ou de infec¢do experimental para
determinar a suscetibilidade de animais especificos. Varios animais mostraram ser suscetiveis ao SARS-CoV-2 (15, 127, 135-151), ¢
sabe-se que o SARS-CoV-2 ¢ transmissivel em certas espécies animais (por exemplo, martas e hamsters). Também foi demonstrada
a resisténcia de algumas espécies animais a infec¢do por SARS-CoV-2. Podem surgir alteragdes genéticas na sequéncia que codifica
a proteina viral da espicula que se liga aos receptores ACE-2, facilitando um salto para novas espécies hospedeiras. A proteina da
espicula do SARS-CoV-2, especialmente o0 RBD, ¢ um alvo critico para a imunidade natural ¢ induzida por vacina. (28-32) A diver-
sificag@o das regides genomicas que codificam a proteina da espicula ja foi observada em casos em que seres humanos infectados
com SARS-CoV-2 infectaram visons e houve transmissao zoonotica secundaria de volta para hospedeiros humanos. (7/49) Portanto,
a diversificagdo do gene da espicula apds transmissdo mutua humano-animal do SARS-CoV-2 provavelmente aumenta o risco de
surgimento de cepas que podem facilmente reinfectar seres humanos e podem estar associadas a reducgdo da eficacia da vacina ou
a amenizagdo das terapias com anticorpos monoclonais. (33) Para evitar que esses eventos ocorram, os paises sdo incentivados a
realizar avaliagdes de risco sobre a possivel disseminagdo para outras espécies que vivem com ou perto de humanos em ambientes
domésticos, rurais, agricolas ou zooldgicos. (127, 152-154) Precisam ser estabelecidas estratégias de mitigagdo de risco, sendo ne-
cessario monitoramento adequado para garantir a detecgdo oportuna desses eventos. O monitoramento exige recursos, devendo ser
adotadas estratégias direcionadas sempre que possivel. Isso exige uma estratégia One Health na qual diversas disciplinas trabalhem
juntas, incluindo saude publica, satde clinica e ocupacional, autoridades veterinarias e de vida selvagem e gestao de recursos flo-
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restais e naturais. (127, 152, 155-157) Essa colaborag@o também deve se concentrar no desenvolvimento de investigagdo conjunta
de surtos e prevencdo de infeccdo e protocolos de controle, teste de seres humanos e animais potencialmente infectados e comparti-
lhamento de dados de sequéncia. Quando é observada infec¢do antroponética ou infec¢do zoondtica secundaria, o sequenciamento
dos genomas do virus pode ajudar a avaliar os possiveis novos riscos associados a esses eventos.

Métodos

Esta orientacdo provisoria foi desenvolvida em conjunto com o guia de implementagdo do Sequenciamento genomico do SARS-
CoV-2: guia de implementac¢do para maximo impacto na saude publica. O guia de implementaggo foi desenvolvido em consulta
com especialistas com experiéncia em varios campos de sequenciamento gendmico da Alianga Laboratorial Global de Patdgenos de
Alta Ameaca (GLAD-HP), da rede de referéncia para testes de confirmagdo para COVID-19, e do Rede Global de Alerta e Resposta
a Surtos (GOARN). Apos discussoes iniciais por um grupo de redagdo técnica liderado por um consultor temporario e membros da
Equipe de Laboratério para COVID-19 da OMS, foram solicitadas contribuigdes de outros especialistas de dentro e fora da OMS,
e duas reunides on-line foram realizadas para resolver questdes pendentes. Posteriormente, esta orientagdo provisoria foi elaborada
para as partes interessadas nacionais, contendo resumo das informagdes relevantes desta orientagdo provisoria e informagoes adi-
cionais relevantes para este publico-alvo. Esta orientacdo provisoria foi posteriormente distribuida aos especialistas que apoiaram a
redagdo do guia de implementacio, a rede de referéncia para testes confirmatdrios para COVID-19, os pontos focais dos laboratorios
regionais e outras partes interessadas, conforme citado nos agradecimentos, para que dessem sua contribuigdo.

Planos de atualizagéo

A OMS continua monitorando a situagdo de perto em busca de quaisquer alteragdes que possam afetar esta orientagdo provisoria.
Se algum fator mudar, a OMS publicara uma nova atualizagdo. Caso contrario, este documento de orientacdo provisorio expirara
dois anos apo6s a data de publicag@o.
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Anexo I: Questoes-chave a serem consideradas antes de iniciar um
programa de sequenciamento

1. Quais sdo os resultados esperados do programa de sequenciamento?

2. Quais amostras devem ser sequenciadas para atingir os resultados esperados identificados na etapa 1? Quais metadados
ou fontes de dados adicionais sdo criticos?

3. Quem sdo as principais partes interessadas e quais sao suas responsabilidades? Como elas podem estar efetivamente
engajadas?

4. Como as amostras e as informagdes podem ser transferidas de forma rapida e adequada entre as partes interessadas,
conforme necessario?

5. O projeto foi elaborado de acordo com as leis e diretrizes éticas locais, nacionais e internacionais?

6. Ha financiamento, equipamento e recursos humanos adequados disponiveis para concluir todos os estagios de
recuperacdo de amostras, sequenciamento em laboratdrio imido, bioinformatica, filodindmica e outras analises,
compartilhamento de dados e comunicagdo de resultados oportunos para as devidas partes interessadas?

7. Como as metas podem ser alcangadas sem interromper outras areas do trabalho laboratorial, como o diagnostico clinico,
e evitando a duplicagdo de esforgos?

8. Como o programa sera avaliado em relagdo ao custo-efetividade e ao impacto?
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Anexo II: Lista de verificacao para o estabelecimento de um
programa de sequenciamento do SARS-CoV-2

Meta
Definir os objetivos esperados do programa de sequenciamento; quais informagdes o sequenciamento provavelmente forne-
cera que serdo adicionais ou mais custo-efetivas do que as abordagens existentes?

Identificacdo e engajamento das partes interessadas

Identifique as principais partes interessadas.

Discuta os objetivos do programa com representantes seniores de grupos de partes interessadas e defina as responsabilidades
de cada grupo.

Considere a possibilidade de compartilhar materiais educacionais sobre o potencial e os requisitos do sequenciamento do
SARS-CoV-2 com as partes interessadas.

Identifique os vinculos necessarios entre as principais partes interessadas para permitir a movimentagao rapida de amostras,
a solicitacdo de informagdes e o uso dos resultados.

Certifique-se de que sejam estabelecidos vinculos claros e apropriados entre as partes interessadas.

Consideracdes técnicas
Determine o nivel de amostragem gendmica necessaria para atingir os objetivos desejados, em discussdo com membros se-
niores de identifica¢do de casos e equipes analiticas.
Identifique os metadados necessarios para atingir os objetivos desejados, em discuss@o com membros seniores das equipes
analiticas e de identificacdo de casos.
Escolha os protocolos apropriados de preparagdo de amostras e biblioteca.
Escolha protocolos bioinformaticos apropriados.
Escolha protocolos analiticos apropriados.

Consideracoes logisticas
Pondere onde o sequenciamento e a andlise serdo realizados (por exemplo, um laboratério de diagnostico existente ou um
laboratorio comercial ou académico externo).
Identifique fontes apropriadas de financiamento que serdo adequadas para apoiar o sequenciamento laboratorial, o armaze-
namento de dados e a analise de dados.
Certifique-se de que reagentes e recursos computacionais suficientes estejam disponiveis e possam ser obtidos de forma
sustentavel conforme necessario.
Certifique-se de que haja recursos humanos suficientes e apropriados para concluir o programa em todas as fases.
Certifique-se de que a integridade da amostra possa ser mantida em todas as etapas ao longo da pipeline por meio de cadeia
de frio ou outras medidas.
Assegure a coleta e 0 armazenamento adequados de metadados e a associag@o correta com amostras bioldgicas.
Considere a possivel pressdo adicional que o sequenciamento exercera sobre os grupos existentes de resposta de satide publi-
ca e procure maneiras de aliviar essa presséo.
Para programas de sequenciamento em grande escala, identifique como agilizar o compartilhamento de dados e amostras en-
tre os grupos participantes (por exemplo, a viabilidade de usar uma identificagdo de amostra inica e formatos de metadados
idénticos).

Garantir um ambiente seguro e ético

Conduza analises éticas adequadas para a gerag@o, uso ¢ armazenamento de dados de sequéncia e metadados associados.
Realize avalia¢des de risco das atividades de sequenciamento para garantir a biosseguranca apropriada em todos os estagios.
Realize avaliagdes de risco das atividades de sequenciamento para garantir biosseguranga apropriada, se relevante, de acordo
com a legislagdo nacional e regional.

Pondere o impacto sobre os recursos humanos, incluindo a realocag@o de pessoal ou a contratagdo de pessoal adicional para
manter a carga de trabalho individual em niveis razoaveis.

Certifique-se de que os funcionarios possam se deslocar para o trabalho e estar no local de trabalho com seguranca e de acor-
do com as diretrizes nacionais de preven¢do da transmissao durante o surto de COVID-19.
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Defina estratégias para manter o programa de sequenciamento se os principais membros da equipe ficarem doentes ou pre-
cisarem se isolar.

Compartilhamento de dados
Certifique-se de que todas as partes interessadas estejam de acordo sobre quais sequéncias e metadados serdo compartilhados
publicamente, por meio de quais plataformas e quando.
Certifique-se de que todas as partes interessadas estejam de acordo quanto a possibilidade de qualquer metadado ser restrito
a um namero limitado de usuarios locais e elabore estratégias para compartilhar esses dados com seguranca.
Garanta que o compartilhamento de dados esteja em conformidade com as estruturas regulatorias nacionais e internacionais.

Avaliacao
Garanta oportunidades regulares para avaliar o programa de sequenciamento, incluindo sucessos e dificuldades continuas.
Garanta que uma estrutura de monitoramento e avaliagdo seja implementada para avaliar o desempenho do programa de
sequenciamento, tanto tecnicamente (qualidade etc.) quanto em termos de sucesso do programa no cumprimento de seus
objetivos.
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Anexo III: Plataformas comumente usadas para analise de
sequenciamento do SARS-CoV-2 e suas caracteristicas

relacdo custo-efetividade,
se forem necessarias
poucas metas

ser amplificados e sequenciados
individualmente

Dispendioso para genomas completos
Inadequado para metagenomica

Instrumento® Vantagens Limitac¢oes Tempo de Taxa de Comparacio de
execucao do transferéncia de | custo relativo
instrumento sequenciamento

Sequenciamento | Amplamente acessivel Taxa de transferéncia muito baixa Normalmente 100 kB-2 Mb Custo

Sanger Fécil de usar Amplicons (com frequéncia nao algumas horas por execugao relativamente

Sequenciamento com boa | mais do que 1.000 bp) devem Unica baixo para

algumas metas

[llumina (por Possibilidade de Com excegdo da Illumina iSeq, 10-55 h, 1,2-6000 Gb, Altos custos de
exemplo, iSeq, rendimentos de compra ¢ manutengdo caras em dependendo do dependendo do | manutengdo e
MiniSeq, MiSeq, |sequenciamento muito comparagdo com algumas outras instrumento instrumento inicializagdo
NextSeq, HiSeq, |altos plataformas Custos de
NovaSeq) Precisdo muito alta iSeq ¢ | Comprimento maximo de leitura 2 x funcionamento

portatil 300 bp moderados

Os métodos de tratamento

de dados estdo bem

estabelecidos
Oxford Nanopore | Sequenciamento direto e | Desafios com homopolimeros Leituras Varia de <2 Gb | Sem manutengao,
Technologies portatil A taxa de erro por leitura é de ~ disponiveis para célula de e custos iniciais
(Flongle, Dados em tempo real 5% (células de fluxo R9.4), entdo imediatamente fluxo Flongle relativamente
MinION, Custos de inicializagdo ¢ |0 uso de pipelines apropriados é Pode ser a 220 Gb para baixos
GridION, manutengdo baixos fundamental para obter sequéncias de | monitorado célula de fluxo | Custos de
PromethION) Pode interromper o consenso de alta precisdo e executado PromethION funcionamento

sequenciamento assim que | Atualmente inadequado para por até varios Até 48 células moderados

dados suficientes forem determinar a variagdo intra- dias, conforme de fluxo podem

obtidos hospedeiro, a menos que seja usado | necessario ser usadas no

Comprimentos de sequenciamento replicado (52) PromethION

leitura muito longos

alcangaveis (excedendo

o comprimento total do

genoma do SARS-CoV-2)
Ion Torrent Resposta rapida uma vez | Desafios com homopolimeros Caros |2 h—1 dia, 30 Mb—-50 Gb | Custos

que o sequenciamento para compra dependendo do dependendo do | moderados

comega Comprimentos maximos de leitura chip e dispositivo | dispositivo e

tipicos em torno de 400 bp chips

* Esta lista dos varios instrumentos ¢ para fornecer uma visdo geral das ferramentas mais comumente usadas para o sequenciamento gendmico
do SARS-CoV-2 e ndo implica o endosso da OMS para esses produtos.
® Diferentes estimativas de custo podem ser encontradas em (8).

A OMS continua monitorando a situagdo de perto em busca de quaisquer alteragdes que possam afetar esta orientagdo provisoria.
Se algum fator mudar, a OMS publicara uma nova atualizagdo. Caso contrario, este documento de orientagdao provisorio expirara
dois anos apo6s a data de publicacg@o.

© Organizaciao Pan-Americana da Saide 2021.
Alguns direitos reservados. Esta obra esta disponivel sob a licenga CC BY-NC-SA 3.0 IGO.

Numero de referéncia: OPAS-W/BRA/PHE/COVID-19/21-0015
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