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Sequenciamento genômico do SARS-CoV-2 para objetivos de 
saúde pública
Orientação provisória  
8 de janeiro de 2021

Mensagens principais
•	 A vigilância global das sequências genéticas do SARS-CoV-2 e dos metadados correlatos contribui para a resposta ao surto de 

COVID-19. Essa contribuição inclui o rastreamento da disseminação do SARS-CoV-2 geograficamente ao longo do tempo e a 
garantia de que as mutações que possam influenciar a patogenicidade, a transmissão ou as contramedidas (como vacinas, tera-
pêutica e diagnósticos) sejam detectadas e avaliadas em tempo hábil.

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

•	 Os países são incentivados a depositar rapidamente as sequências do SARS-CoV-2 em um banco de dados público para compar-
tilhá-las com a comunidade científica para fins de saúde pública. Os investimentos em uma rede de sequenciamento global em 
camadas para SARS-CoV-2 contribuirão para o desenvolvimento de programas de sequenciamento global resilientes e de alta 
qualidade para a detecção e o manejo de outros patógenos causadores de surto no futuro.

Retrospectiva

Na última década, os dados de sequência genética (GSD) de patógenos passaram a desempenhar papel fundamental na detecção e 
no manejo de surtos de doenças infecciosas, apoiando o desenvolvimento de diagnósticos, medicamentos e vacinas e orientando a 
resposta a surtos. (1-11) Com o surgimento do novo coronavírus, posteriormente denominado coronavírus da síndrome respiratória 
aguda grave 2 (SARS-CoV-2), a importância dos GSD foi ainda mais enfatizada. Mais de 280 mil sequências completas de genoma 
foram compartilhadas por meio de bancos de dados acessíveis ao público no período de um ano desde a identificação inicial do 
SARS-CoV-2. (12) A análise dos dados quase em tempo real impactou diretamente a resposta da saúde pública. (12-16) Os objetivos 
de saúde pública do sequenciamento genômico do SARS-CoV-2 estão relacionados na Tabela 1.

O crescente entendimento de como as informações de sequência podem contribuir para melhorar a saúde pública está impulsionando 
investimentos globais em instalações e programas de sequenciamento. O custo e a complexidade decrescentes da geração de GSD 
oferecem oportunidades para expandir a capacidade de sequenciamento; no entanto, os desafios para a implementação generalizada 
permanecem, e a capacidade e os dados de sequenciamento não estão uniformemente distribuídos ao redor do mundo, com uma 
super-representação dos GSD do SARS-CoV-2 provenientes de países de alta renda.

Tabela 1. Objetivos de saúde pública do sequenciamento genômico do SARS-CoV-2

Atividades que exigem esforço limitado 
e que, uma vez realizadas, podem 
dispensar o sequenciamento ou necessitar 
de sequenciamento ocasional para 
acompanhamento

Atividades que exigem ações contínuas de sequenciamento por um longo período de 
tempo

•	 Identificar o SARS-CoV-2 como o agente 
causador da doença.

•	 Desenvolver diagnósticos para SARS-CoV-2.
•	 Apoiar o desenvolvimento de terapias e 

vacinas.
•	 Investigar a data de introdução em humanos 

e investigar a origem do SARS-CoV-2 (em 
andamento).

•	 Reinfecção:
	– avaliar e melhorar a compreensão desse 
fenômeno;

	– em nível individual, diferenciar a infecção 
prolongada da reinfecção.

Evolução do SARS-CoV-2 e seu 
impacto em:
•	 Alterações no comportamento viral 

(alteração fenotípica), por exemplo, 
transmissibilidade ou patogenicidade.

•	 Imunidade (proveniente de vacinas ou 
de infecção natural).

•	 Diagnóstico (ou seja, molecular, 
sorologia, ensaios de antígeno).

•	 Intervenções terapêuticas (por 
exemplo, anticorpos monoclonais).

Monitorar o movimento e a atividade viral:
•	 Investigar a disseminação geográfica e 

reintroduções nas populações.
•	 Investigar surtos em locais e populações 

específicas (por exemplo, em hospitais).
•	 Rastrear a reintrodução zoonótica em ambas 

as direções, ultrapassando a barreira entre as 
espécies.

•	 Monitorar o meio ambiente e as águas 
residuais.

•	 Apoiar a vigilância clássica quantificando 
o período de transmissão e avaliando os 
impulsionadores e estimando o nível de 
transmissão na população.
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Objetivo deste documento

Este documento fornece orientação aos formuladores de políticas em nível nacional e às partes interessadas sobre como maximizar 
o benefício para a saúde pública das atividades de sequenciamento genômico do SARS-CoV-2 no curto e longo prazo, enquanto a 
pandemia continua a se desenvolver. São abordadas considerações práticas para a implementação de um programa de sequencia-
mento genômico viral e uma visão geral dos objetivos de saúde pública do sequenciamento genômico. Esta orientação concentra-se 
no SARS-CoV-2, mas é aplicável a outros patógenos de interesse para a saúde pública. Recomenda-se que os países que desejam 
desenvolver a capacidade de sequenciamento do SARS-CoV-2 façam isso como parte de um plano mais amplo para desenvolvimen-
to de capacidade para detectar e monitorar outros patógenos de interesse de saúde pública.

Orientação adicional da OMS

A OMS desenvolveu o guia de Implementação do sequenciamento genômico do SARS-CoV-2: guia de implementação para máximo 
impacto na saúde pública em colaboração com especialistas em sequenciamento do mundo inteiro. Este guia fornece uma retrospec-
tiva mais completa do sequenciamento do SARS-CoV-2 e se destina àqueles que estão ativamente envolvidos na implementação de 
programas de sequenciamento. (17) Fornece uma análise aprofundada dos vários usos do sequenciamento e conselhos técnicos sobre 
o sequenciamento de patógenos no contexto do SARS-CoV-2. Além de ler esses e outros documentos publicados, os laboratórios 
com experiência limitada em sequenciamento devem buscar ativamente oportunidades para colaborar com laboratórios experientes 
e/ou ingressar ou formar redes de laboratórios com experiência em sequenciamento.

1.	 Introdução ao SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é classificado no gênero Betacoronavirus (subgênero Sarbecovirus) da família Coronaviridae. (18) É um vírus de 
ácido ribonucléico (RNA) de fita simples, de sentido positivo, com um genoma de aproximadamente 30 kb. (19) O sequenciamento 
genético permite a leitura dos genomas virais. Como cada patógeno possui uma sequência genômica única, esse método pode ser 
usado para identificar novos patógenos (como no caso do SARS-CoV-2). (20) O genoma do SARS-CoV-2 codifica proteínas não es-
truturais, quatro proteínas estruturais (espícula [S], envelope [E], membrana [M], nucleocapsídeo [N]) e várias proteínas acessórias 
presumíveis. (21-23) A entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira exige a ligação da proteína S viral ao receptor da enzima con-
versora de angiotensina 2 (ACE-2) da célula hospedeira. (24-27) A proteína da espícula do SARS-CoV-2, especialmente o domínio 
de ligação ao receptor (RBD), é um alvo crítico para a imunidade natural e induzida por vacina. (28-32) Portanto, a diversificação 
do gene que codifica a proteína da espícula pode potencialmente impactar a eficácia da vacina, a imunidade natural e as terapias 
com anticorpos (monoclonais). (33)

Quando os vírus se replicam, especialmente os vírus de RNA, como o SARS-CoV-2, ocorrem alterações (mutações) no genoma. 
Se uma mutação adquirida não tiver uma desvantagem evolutiva, ela pode se tornar fixa nas populações de SARS-CoV-2. A taxa 
de alteração evolutiva no SARS-CoV-2 é atualmente estimada em 1 x 10-3 substituições por local por ano no nível de nucleotídeo. 
(34) Isso se traduz em aproximadamente uma substituição no genoma a cada duas semanas. (35) Essa taxa de evolução relativa-
mente baixa limita a resolução no tempo de eventos de transmissão individuais. (35) O estudo da evolução do SARS-CoV-2 e a 
rápida identificação de substituições, inserções ou deleções que podem impactar as propriedades virais (alteração fenotípica) são 
ferramentas importantes no monitoramento de uma epidemia. Entre os resultados mais óbvios desse trabalho está a detecção de 
mutações que estejam associadas a alterações na transmissibilidade e/ou patogenicidade do vírus, ou que possam reduzir a utilidade 
de contramedidas médicas (diagnósticos, vacinas e terapêuticas). O acompanhamento das mutações do vírus ao longo do tempo e do 
espaço também pode ajudar no rastreamento da propagação do patógeno e apoiar uma compreensão aprimorada das possíveis rotas 
e dinâmicas da transmissão. A reconstrução da história evolutiva dos patógenos pode ser obtida por meio de análise filogenética. As 
análises filogenéticas e filodinâmicas (ou seja, como as filogenias do vírus são moldadas por processos epidemiológicos e evoluti-
vos) podem fornecer informações abrangentes para apoiar a resposta ao surto.

2.	Estabelecimento de uma abordagem ideal de sequenciamento do SARS-CoV-2 no contexto local

2.1	 Priorização de objetivos e abordagem de sequenciamento específicos do contexto

Embora seu custo tenha caído significativamente nas últimas 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 crí-
tica é determinar se o sequenciamento é realmente valioso para se alcançar um objetivo específico ou se existem outras abordagens 
mais efetivas em termos de tempo ou custo-benefício disponíveis. Para essa decisão pode ser necessário 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
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/338480/9789240018440-eng.pdf?sequence=1&isAllowed=y
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mento do vírus por si só é suficiente para se atingir o objetivo definido ou se ele deve ser incluído como componente menor de uma 
abordagem multidisciplinar. As atividades com enfoque epidemiológico que integrem analistas de dados genômicos diretamente às 
equipes de investigação e resposta de saúde pública têm probabilidade de ter um impacto imediato maior do que aquelas nas quais 
a análise genômica do vírus existe como atividade separada ou secundária.

Quando os recursos para apoiar o sequenciamento são limitados, pode ser necessário limitar os objetivos de um programa de sequen-
ciamento a atividades com alto potencial clínico e/ou de saúde pública, que possam ser continuadas. Esse programa pode priorizar 
o sequenciamento do SARS-CoV-2: i) de indivíduos vacinados contra o SARS-CoV-2, mas que posteriormente se infectaram com 
o SARS-CoV-2, apesar de exibirem uma resposta imune apropriada à vacina; ii) em ambientes de risco, como onde há estreita 
interação humano-animal com grande número de animais que são suscetíveis à infecção por SARS-CoV-2, ou onde há pacientes 
imunocomprometidos com excreção prolongada, especialmente quando recebem terapia com anticorpos contra SARS-CoV-2; iii) 
quando houver aumento ou alteração inesperada na transmissibilidade e/ou virulência do SARS-CoV-2; iv) quando houver suspeita 
de alteração no desempenho de métodos ou terapias diagnósticas (anticorpos, antígenos, ensaios moleculares); v) durante as inves-
tigações de clusters quando o sequenciamento pode apoiar a compreensão dos eventos de transmissão e/ou avaliar a eficácia dos 
procedimentos de controle de infecção.

A Figura 1 fornece uma visão geral dos pilares básicos necessários para o sequenciamento. Se não houver capacidade disponível ou 
se ela for limitada em todos os três pilares, provavelmente será necessário 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 laboratório 
pode cogitar apoiar outros parceiros com programas de sequenciamento incipientes. A demanda variável de capacidade ocorrerá em 
diferentes fases de um surto e pode exigir que os laboratórios mudem de uma estratégia para outra.

Não Colaborar com 
parceiros para apoio 
e capacitação

Avaliar se as necessidades 
mínimas podem ser 
realizadas ou se é 
preferível apoio externo

Executar o 
sequenciamento 
para os objetivos 
definidos

Realizar o 
sequenciamento 
para os objetivos 
definidos, apoiar 
outros, se possível

Limitado

Sim, mas 
sobrecarregado

Sim, suficiente

Sim, espaço para 
apoiar outros

Capacidade de 
diagnóstico

Sequencia-
mento físico

Análise de dados 
de sequência

Capacidade
e potencial

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

2.2	 Investir na capacidade de sequenciamento global sustentável para SARS-CoV-2 e outros patógenos 
(emergentes/reemergentes) de interesse para a saúde pública

As redes hierárquicas de laboratórios da OMS têm funcionalidade comprovada e permitem a colaboração global, com adaptação re-
gional das redes a necessidades nacionais e regionais específicas. (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 patógenos emergentes/reemergentes na 
saúde pública. Atualmente, os laboratórios de referência da OMS que fornecem testes de confirmação para COVID-19 estão apoiando 
algumas dessas necessidades de sequenciamento e análise. (40) Várias regiões têm capacidades de sequenciamento, ou estas estão em 
processo de desenvolvimento, as quais poderão se juntar à rede global de laboratórios/grupos de sequenciamento. Para determinar a 
contribuição que os laboratórios 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 específicas para patógenos (como aquelas que trabalham com resistência antimicrobiana, 
MERS-CoV, influenza, sarampo, rubéola, poliovírus e tuberculose) investiram na capacidade de sequenciamento como parte de suas 
atividades de vigilância. (8, 9, 41-43) Como os custos de sequenciamento ainda são substanciais e muitas partes do fluxo de trabalho 
de sequenciamento podem ser usadas para vários patógenos ou objetivos de sequenciamento, incentiva-se a colaboração nacional para 
garantir o uso ideal da capacidade existente. Os programas de capacitação devem se concentrar em uma abordagem gradual para de-
senvolvimento de competências. As prioridades de desenvolvimento de capacidade devem ser dependentes do contexto. Para alguns 
países, faria sentido desenvolver a capacidade de laboratório úmido, ao passo que, em outros lugares, seria de maior impacto terceirizar 
o sequenciamento real e concentrar-se no desenvolvimento da bioinformática, no manejo e na interpretação de dados. Para que haja 
colaboração, compartilhamento de dados, protocolos padronizados para sequenciamento efetivos, reuniões e treinamento conjuntos, 
auditorias, testes de proficiência (sequenciamento e análise) e desenvolvimento de padrões de referência para a avaliação de diferentes 
procedimentos, apoiarão o desenvolvimento de programas de sequenciamento de alta qualidade para o SARS-CoV-2 e para detecção 
e resposta a futuros patógenos emergentes. Quando as amostras são compartilhadas em uma rede, também devem estar disponíveis 
mecanismos apropriados para o envio de amostras de acordo com os requisitos adequados.

3.	Considerações práticas para a implementação de um programa de sequenciamento genômico viral

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

3.1	 Considerações práticas ao desenvolver um programa de sequenciamento SARS-CoV-2

Os objetivos do sequenciamento determinarão o desenho do fluxo de trabalho de sequenciamento (Tabela 1). No Anexo I podem ser 
encontradas questões-chave relevantes para auxiliar esse processo. O Anexo II contém uma lista de verificação com considerações 
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 funcionários envolvidos em um programa de sequenciamento devem re-
ceber treinamento e orientação apropriados para cumprir a tarefa exigida. As principais partes interessadas devem ser identificadas, 
consultadas e envolvidas em um estágio inicial. As partes interessadas a serem envolvidas no desenvolvimento de programas de 
sequenciamento incluem órgãos de saúde pública, laboratórios de diagnóstico, instalações de sequenciamento, grupos analíticos e, 
dependendo do local, equipes de prevenção e controle de infecção ou serviços de saúde ocupacional, grupos de defesa de pacientes 
e outras instituições envolvidas em atividades de pesquisa de interface humano-animal, quando apropriado. Ao longo do projeto, 
devem ser desenvolvidos e mantidos canais e vias de comunicação que estejam alinhados com os objetivos do programa, a fim de 
garantir que os dados de sequenciamento sejam usados da melhor forma. Avaliações regulares do progresso do projeto e avaliação 
final são fundamentais para garantir que lições sejam aprendidas e que melhorias sejam feitas, quando necessário. Para se alcançar 
sucesso nos objetivos de um programa de sequenciamento focado em patógenos emergentes exige-se o envolvimento de especialis-
tas em diferentes campos: (i) sequenciamento em laboratório úmido e manuseio seguro de amostras virais; (ii) geração de genomas 
precisos a partir de dados brutos; (iii) análise de genomas para gerar resultados significativos que sejam úteis para a resposta ao sur-
to; e (iv) patógenos. A maioria dos especialistas terá habilidade em apenas uma ou duas dessas áreas. Para (ii) e (iii), são necessários 
recursos computacionais poderosos para se alcançar resultados rápidos. A colaboração entre especialistas com diferentes conjuntos 
de habilidades e combinação de recursos é, portanto, muitas vezes a chave para gerar resultados oportunos, precisos e efetivos que 
possam realmente impactar a saúde pública.

Coleta de 
amostra

Participantes da resposta 
ao surto de COVID-19

Preparação 
de amostra

Sequencia-
mento

Análise de 
bioinformática

Gerencia-
mento/com-
partilhamen-
to de dados

Interpreta-
ção de 
dados

Ação de 
saúde 

pública

Figura 2. Fluxo de trabalho para o sequenciamento do genoma completo do SARS-CoV-2. Observe que a implementação 
bem-sucedida desse fluxo de trabalho envolverá a comunicação bilateral entre especialistas envolvidos em diferentes está-
gios; por exemplo, aqueles que conduzem a interpretação dos dados, idealmente, discutiriam diretamente com os envolvidos 
na seleção e preparação da amostra quais das amostras serão escolhidas do sequenciamento.
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3.2	 Considerações éticas

É importante analisar as implicações éticas ao desenhar um programa de sequenciamento. Devem ser identificados os possíveis 
riscos de dano social aos participantes da pesquisa e definidas as estratégias de mitigação. Quaisquer investigações propostas devem 
ser avaliadas e aprovadas por um comitê de revisão ética, que leva em consideração o valor social, a validade científica, a seleção de 
participantes, a relação risco-benefício, o consentimento informado e o respeito contínuo pelos participantes. (44-46) Nos lugares 
em que os pesquisadores não tiverem experiência na identificação de possíveis questões éticas que envolvem o sequenciamento de 
patógenos de surto, como o SARS-CoV-2, são fortemente encorajados a colaboração internacional e o envolvimento desses espe-
cialistas. (44) A colaboração 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 liderança e ativos em todo o processo de 
pesquisa, pois são mais propensos a compreender seus sistemas de saúde e pesquisa e a ser capazes de traduzir os resultados em po-
líticas. (44, 45) As considerações éticas para a sequência genômica e o compartilhamento de metadados são discutidas na seção 3.7.

3.3	 Considerações para estratégia de amostragem e preparação 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 implementação de sequenciamento SARS-CoV-2. 
(17) Idealmente, as razões para a escolha de espécimes para sequenciamento devem ser registradas nos metadados, uma vez que a 
inclusão de subconjuntos não aleatórios de amostras pode afetar a confiabilidade de certas análises genéticas, como análises filo-
genéticas e filodinâmicas. Conselhos práticos sobre como coletar amostras clínicas são abordados nas diretrizes de diagnóstico do 
SARS-CoV-2. (47) Antes do sequenciamento, é recomendado enriquecer a amostra de material genético do SARS-CoV-2 em rela-
ção a outros materiais genéticos. Nessa etapa, tome cuidado para não contaminar a amostra. (17, 48, 49) As abordagens baseadas em 
PCR são uma maneira barata, rápida e conveniente de aumentar a quantidade de material genético viral disponível em uma amostra 
antes do sequenciamento, por exemplo, a abordagem desenhada pela Rede ARTIC. (51-53) Para obter mais detalhes técnicos e saber 
como selecionar o método ideal para diferentes situações, consulte o guia de implementação de sequenciamento do SARS-CoV-2. 
(17) Após a preparação inicial da amostra para enriquecimento do material genético do SARS-CoV-2, de modo geral as bibliotecas 
podem ser preparadas usando protocolos de sequenciamento padrão que sejam apropriados para qualquer vírus.

3.4	 Considerações laboratoriais

As estratégias de sequenciamento do SARS-CoV-2 incluem abordagens direcionadas que dependem do conhecimento do genoma e 
abordagens metagenômicas que não exigem conhecimento prévio da sequência genômica. (54, 55) O Anexo III resume as principais 
vantagens e limitações de cada tecnologia de sequenciamento comumente usada. Antes de investir na capacidade de sequenciamen-
to, deve-se levar em conta os requisitos das várias tecnologias em termos de recursos humanos, competências da equipe, infraes-
trutura laboratorial, tempo de execução, custos, facilidade de uso, processamento de dados subsequente, taxa de transferência (taxa 
de produção de dados) e precisão do sequenciamento. O número de amostras que precisam ser analisadas dependerá do objetivo do 
sequenciamento. Ao calcular os custos, leve em conta não apenas a aquisição de equipamentos de sequenciamento, mas também os 
custos recorrentes de reagentes, manutenção e contratos de serviço. Esta orientação não cobre custos, mas uma ampla visão geral 
recente pode ser encontrada em (8). Deve haver infraestrutura básica para apoiar um sequenciamento confiável, incluindo conexão 
confiável à internet e fornecimento de eletricidade, ambiente apropriado (por exemplo, ausência de vibração 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 bioproteção e biossegurança adequadas. A avaliação dos custos e requisitos básicos de infraestrutura 
pode ajudar na decisão de realizar o sequenciamento real internamente ou de modo terceirizado. A tecnologia muda rapidamente; 
consequentemente, certas técnicas se tornarão obsoletas ou os fabricantes mudarão para máquinas e/ou reagentes diferentes. Antes 
de fazer grandes investimentos, é recomendável determinar por quanto tempo o fabricante se comprometerá a fornecer reagentes e 
apoiar a manutenção e a solução 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 consideração [por 
exemplo, métodos de extração (seja automatizado ou manual), instrumentos para quantificação do material genético, instrumentos 
de amplificação e incubação, purificação de amostra e armazenamento de amostras e reagentes]. Os laboratórios que realizam o 
sequenciamento genômico 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	 Bioinformática e considerações computacionais

Os requisitos de hardware diferem dependendo da abordagem adotada (para detalhes, consulte o guia de implementação (17)). O 
volume de dados brutos produzidos depende do método de sequenciamento (ver anexo III) e do número de amostras sequenciadas. 
(56) O poder computacional necessário para a análise de dados também difere de acordo com o objetivo e o 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 são grandes. Os custos da arquitetura computacional necessária para armazenar e manipular 
esses dados devem ser levados em consideração ao se desenvolver uma pipeline de sequenciamento. A pipeline de bioinformática 
dependerá das etapas do laboratório de pré-sequenciamento, da plataforma de sequenciamento e dos reagentes usados. Para uma 
descrição detalhada das pipelines de bioinformática, consulte o guia de implementação. (17)

3.6	 Considerações sobre denominação e nomenclatura de vírus

Ainda não foi estabelecida uma nomenclatura consistente para o SARS-CoV-2. Na ausência de uma nomenclatura consistente acor-
dada, três principais estratégias de nomenclatura são geralmente utilizadas. Podem-se definir as linhagens ou clados com base em 
vírus que compartilhem um ancestral comum determinado filogeneticamente. Tanto o GISAID quanto o Nextstrain têm como obje-
tivo fornecer uma ampla categorização da diversidade em circulação global, nomeando diferentes clados filogenéticos. Rambaut et 
al. propôs uma nomenclatura dinâmica para linhagens de SARS-CoV-2 que se concentra nas linhagens de vírus de circulação ativa 
e naquelas que se espalham para novos locais. (57) Há um software disponível para atribuir automaticamente novas sequências 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 está crescendo. (57, 61, 62) Embora não exista alguma nomenclatura consistente, a melhor abordagem seria listar 
determinadas linhagens e/ou clados usando todos os três sistemas comumente usados ou, no mínimo, declarar explicitamente qual 
nomenclatura está sendo usada.

3.7	 Sequência genômica e compartilhamento de metadados

O rápido compartilhamento dos GSD de patógenos, juntamente com os metadados epidemiológicos e clínicos anônimos relevan-
tes, maximizará o impacto do sequenciamento genômico na resposta de saúde pública. (63-65) O amplo compartilhamento de se-
quências de SARS-CoV-2, bem como protocolos de diagnóstico, protocolos de sequenciamento e amostras, tem sido globalmente 
benéfico para se atingir a capacidade de diagnóstico molecular em todo o mundo. (66-68) A comunidade científica/médica deve 
continuar a desenvolver a colaboração global e o compartilhamento oportuno de dados durante o surto de SARS-CoV-2 e futuros 
surtos emergentes. Existem duas opções distintas disponíveis para compartilhamento de dados de sequência genômica do SARS-
CoV-2: “domínio público” e “acesso público”. (69) Os bancos de dados de domínio público fornecem acesso aos dados sem exigir 
a identidade de quem acessa e usa os dados, por exemplo, o INSDC, operado pela DDBJ, EMBL-EBI e NCBI. Em bancos de da-
dos de acesso público, como o GISAID, os usuários devem se identificar para garantir o uso transparente dos dados, permitir uma 
supervisão efetiva, proteger os direitos dos contribuidores de dados, fazer o possível para colaborar com os provedores de dados e 
reconhecer sua contribuição nos resultados publicados. Os exemplos mencionados são gratuitos e acessíveis ao público. Quando 
forem desenvolvidos projetos de sequenciamento de patógenos, é imperativo determinar qual dessas escolhas é a mais apropriada, 
se houver, e se são necessários outros métodos para acessar e compartilhar GSD. (44) Um dos fatores críticos para garantir o com-
partilhamento contínuo de dados genéticos é dar o devido reconhecimento àqueles que coletam amostras clínicas e geram sequências 
genômicas de vírus. As fontes de dados sempre devem ser reconhecidas quando forem utilizados dados disponíveis publicamente, e 
as publicações e os artigos preprint relacionados devem ser citados quando disponíveis.

Os dados de sequência, incluindo sequências de consenso, sequências de consenso parciais e dados de sequência bruta, podem ser 
compartilhados de forma valiosa em vários formatos. A qualidade dos dados da sequência, incluindo contaminação potencial com 
amplicons produzidos por meio de PCR, deve ser avaliada cuidadosamente antes do compartilhamento. Os laboratórios devem en-
trar em contato com as plataformas de compartilhamento de sequências para atualizar as sequências 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) é importante porque 
permite a comparação direta do efeito de diferentes abordagens de bioinformática para geração de genoma de consenso e facilita a 
correção de erros, se necessário. Dado o grande tamanho de dados das bibliotecas sequenciadas, o compartilhamento de dados em 
nível de leitura pode ser mais desafiador em locais com velocidade de upload de internet limitada ou conexão 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 não 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, é necessário para 
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permitir que os dados de sequência sejam usados em muitas aplicações filogenéticas. No entanto, deve ser cuidadosamente levado 
em consideração quais metadados podem ser razoavelmente compartilhados sem comprometer o anonimato do paciente.

As análises preliminares de GSD são frequentemente compartilhadas por meio de fóruns, plataformas e servidores de preprint. (70-
72) Por meio de suas publicações, como em todos os relatórios científicos, os cientistas devem levar em consideração os pontos for-
tes e fracos de suas análises e o modo como as análises podem ser interpretadas ou apresentadas por vários públicos antes da revisão 
por pares. Os cientistas são encorajados a fornecer uma interpretação clara de suas descobertas, de modo que sejam minimizados 
mal-entendidos ou o uso indevido dos resultados.

4.	Objetivos de saúde pública do sequenciamento genômico do SARS-CoV-2

A seguir estão resumidos exemplos dos principais objetivos de saúde pública do sequenciamento do SARS-CoV-2; para descrições 
detalhadas, consulte o guia de implementação do sequenciamento do SARS-CoV-2. (17)

4.1	 Identificação e caracterização do SARS-CoV-2 e desenvolvimento de contramedidas

O compartilhamento da sequência genética completa do novo vírus, no início de janeiro de 2020, foi fundamental para caracterizar 
o SARS-CoV-2, permitindo o rápido desenvolvimento de diagnósticos e apoiando o desenvolvimento de terapias e vacinas. (73-80) 
O sequenciamento genômico aprimora nossa compreensão das origens e da transmissão de novos vírus. Ao estudar os genomas 
SARS-CoV-2 iniciais disponíveis em Wuhan, República Popular da China e áreas vizinhas, foi possível determinar que a última 
data possível de emergência em seres humanos foi entre novembro e dezembro de 2019. (74, 75, 81, 82) A amostragem de uma 
ampla gama de animais está apoiando a pesquisa relacionada à identificação da origem animal inicial e/ou de possíveis hospedeiros 
intermediários. (81, 83, 84)

4.2	 Monitoramento de transmissão e disseminação geográfica

A filogenética é um método para investigação das relações evolutivas entre diferentes organismos usando suas sequências genéticas. 
É usado em quase todos os ramos da biologia e tem muitas aplicações importantes na informação de respostas de saúde pública. (17, 
85-87) A disponibilidade de dados epidemiológicos ou clínicos relacionados à amostragem da sequência genômica do vírus (muitas 
vezes referida como metadados; por exemplo: data de amostragem, localização do paciente, parâmetros clínicos) aumenta a inter-
pretação das análises filogenéticas. Os metadados necessários diferem de acordo com o objetivo do sequenciamento genômico. Os 
aspectos técnicos das análises filogenéticas e filodinâmicas, metadados e riscos comuns de má interpretação podem ser encontrados 
no guia de implementação do sequenciamento do SARS-CoV-2. (17)

4.2.1	 Investigação da disseminação geográfica e reintroduções nas populações

Estão sendo utilizadas análises filogeográficas que usam sequências genômicas virais e informações sobre o local de amostragem 
para rastrear a circulação do SARS-CoV-2 em todo o mundo. (13, 47, 88-90) As reconstruções filogeográficas são frequentemente 
exigentes do ponto de vista computacional, e as estratégias de subamostragem podem ajudar a reduzir essa carga computacional. 
Pode ser valioso inferir a movimentação do vírus ou país de origem de clados/linhagens específicos, mas isso deve ser feito com 
cautela porque vários fatores podem influenciar a reconstrução filogeográfica. Por exemplo, a falta de genomas de SARS-CoV-2 
disponíveis em certas áreas pode tornar menos provável que essas áreas sejam reconstruídas como a origem geográfica de uma 
linhagem/clado. Em alguns bancos de dados, as sequências genômicas podem estar associadas com a localização da amostra do 
vírus, em vez de com a localização suspeita da infecção de um paciente. Se a localização diferir porque um paciente viajou entre o 
momento da infecção e o da amostragem do vírus, a análise filogeográfica pode resultar em reconstrução imprecisa da origem de 
clados/linhagens específicas. (91) Esses resultados devem ser interpretados com cautela e não com a suposição de que os resultados 
filogeográficos representam os verdadeiros padrões de propagação viral espaço-temporal.

Também podem ser usados métodos para inferir a propagação espaço-temporal de um surto para investigar os fatores que impul-
sionaram a dispersão do vírus. (92) A identificação dos impulsionadores de transmissão pode ajudar a criar novas estratégias para 
prevenir a disseminação. Essa abordagem foi usada, por exemplo, nos surtos de doença do vírus ebola na África Ocidental. (93, 94) 
Para o SARS-CoV-2, vários países têm usado o sequenciamento genômico para estabelecer a contribuição da transmissão local em 
comparação com a importação de casos e usou essa informação para ajudar na tomada de decisões sobre políticas. (89, 90, 95-100) 
A identificação filodinâmica de fatores que são importantes para a compreensão da transmissão é 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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ção humana, mobilidade humana). As análises são, portanto, frequentemente concluídas semanas ou meses após o sequenciamento 
genômico do vírus. No entanto, até mesmo as análises retrospectivas são úteis para orientar as intervenções para o SARS-CoV-2 ou 
possíveis patógenos emergentes.

4.2.2	 Avaliação de evidências em rotas de transmissão ou clusters

O agrupamento filogenético tem sido usado para apoiar as investigações de clusters e surto de SARS-CoV-2. As análises de grupos 
de transmissão podem orientar as decisões locais sobre a necessidade de medidas de controle para prevenir transmissão futura em 
locais onde foram identificados surtos. (101) Dada a taxa evolutiva relativamente lenta do SARS-CoV-2 (ou seja, uma substituição 
de nucleotídeo a cada duas semanas), espera-se que muitos eventos de transmissão individuais não sejam rastreáveis com base em 
dados de sequência genômica. (35) O agrupamento filogenético de sequências de pacientes com a mesma fonte hipotética de expo-
sição seria condizente com essa exposição (embora não seja uma evidência forte disso). Em contraste, a separação filogenética de 
sequências de vírus de pacientes com a mesma fonte hipotética de exposição indicaria fortemente que a fonte comum de infecção 
foi identificada incorretamente.

4.2.3	 Quantificação dos períodos de transmissão e acompanhamento do número de reprodução ao longo do tempo

As abordagens filogenéticas de relógio molecular podem ajudar a estimar o limite superior e o inferior do tempo de circulação das 
linhagens genéticas do vírus amostrado em uma determinada população. (74, 90, 102-106) Essa abordagem pode fornecer informa-
ções mais precisas sobre o período de transmissão viral do que a identificação clínica dos casos, principalmente nas fases iniciais ou 
tardias de um surto, quando a vigilância é limitada. O estudo da variação nas sequências genômicas detectadas pode determinar se há 
transmissão local clinicamente não detectada. Nesses locais, precisariam ser implementados programas aprimorados de vigilância 
diagnóstica onde houver suspeita de circulação não detectada.

A análise da sequência genômica também pode estimar quantos indivíduos são infectados por um indivíduo em uma determinada 
população [número de reprodução (R0)] e apoiar a avaliação das mudanças relativas no tamanho do surto ao longo do tempo. Essas 
informações podem ser usadas para avaliar o impacto de medidas de controle específicas.

4.2.4	 Vigilância ambiental em águas residuais e esgoto

Para patógenos como o poliovírus, o monitoramento de águas residuais é uma ferramenta importante para rastrear a circulação silen-
ciosa de vírus em uma comunidade. Essa abordagem oferece oportunidades para detectar a circulação (antes que os pacientes iniciais 
tenham sido detectados clinicamente), estimar a prevalência e compreender a ligação e a diversidade genética. (107, 108) Vários 
países demonstraram a detecção molecular do RNA do SARS-CoV-2 em águas residuais. (109-115) Consequentemente, a vigilância 
ambiental é uma abordagem promissora, especialmente em ambientes de baixa prevalência, para identificar portadores não reconhe-
cidos e servir como um sistema de “alerta precoce” da introdução ou de mudanças na prevalência do SARS-CoV-2. (109, 116, 117)

4.2.5	 Investigação de reinfecções em potencial

Os coronavírus sazonais podem reinfectar humanos. (118) Para o SARS-CoV-2, foram documentados casos de reinfecção. (119-
124) Nesse contexto, as sequências genômicas do SARS-CoV-2 amostradas a partir do primeiro episódio e de episódios subsequen-
tes podem ser comparadas para determinar se a nova detecção do SARS-CoV-2 em um indivíduo é uma reinfecção ou o resultado 
de excreção viral prolongada. (125, 126) Se as sequências de cada episódio tiverem fortes distinções genéticas como, por exemplo, 
se ocorrerem em linhagens/clados diferentes e bem documentados, os episódios subsequentes podem ser considerados reinfecções. 
São necessárias investigações sorológicas concomitantes para entender se a reinfecção está associada a uma cepa antigenicamente 
distinta ou à ausência de uma resposta imune protetora a partir da infecção inicial. O sequenciamento pode, portanto, apoiar melhor 
compreensão da frequência e dos possíveis fatores de risco para reinfecção. (125, 126)

4.3	 Monitoramento da evolução do SARS-CoV-2
4.3.1	 Avaliação estruturada de mutações possivelmente relevantes

O sequenciamento genômico pode ser usado para identificar substituições genéticas que podem alterar as características da infecção 
viral (alteração fenotípica), tais como transmissibilidade ou virulência. Todos os vírus adquirem alterações genéticas à medida que 
circulam, mas a grande maioria das alterações adquiridas não afeta substancialmente o comportamento do vírus. No entanto, raras 
alterações genéticas no SARS-CoV-2 podem causar alterações fenotípicas relevantes de importância para a saúde pública. É difícil 
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identificar e demonstrar o impacto dessas alterações. Em geral, é difícil estabelecer com segurança se o aumento na prevalência 
relativa de determinada(s) mutação(ões) ao longo do tempo se deve a uma diferença fenotípica. A predominância de um clado/
linhagem viral específico em uma população, por exemplo, pode ser devida mais ao comportamento da população humana infec-
tada do que ao comportamento do próprio vírus. Na maioria das vezes, esses padrões são provavelmente estocásticos. No entanto, 
se a análise filogenética sugere um possível impacto epidemiológico ou clínico de mutações/variantes específicas, são necessários 
estudos genômicos clínicos adequadamente conduzidos para avaliar as variantes candidatas que podem conferir ao vírus alterações 
fenotípicas clinicamente observáveis. As alterações genéticas propostas para causar alterações fenotípicas devem ser avaliadas 
usando abordagens padronizadas, incluindo estudos de modelagem de proteínas para avaliar o impacto potencial e experimentos in 
vitro ou in vivo com um vírus mutante (clones) com as mutações específicas de interesse para confirmar ou rejeitar as propriedades 
específicas das variantes candidatas. Foi estabelecido um Grupo de Trabalho da OMS dedicado, derivado da Rede de Laboratórios 
de Referência para SARS-CoV-2 da OMS. Esse Grupo de Trabalho da Evolução do SARS-CoV-2 (SEWG) concentra-se na evo-
lução do SARS-CoV-2 a fim de fornecer à OMS a identificação e avaliação oportuna de mutações potencialmente relevantes, bem 
como aconselhamento para mitigação de risco. (16, 40, 127)

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

No mínimo, a vigilância 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 alterações genômicas do SARS-CoV-2 
que possam reduzir a eficácia da vacina deve acompanhar o lançamento das campanhas de vacinação contra o SARS-CoV-2. O 
monitoramento e a investigação das possíveis causas de falha da vacina devem incluir avaliações genômicas para avaliar os possí-
veis mutantes de escape viral. Além disso, o sequenciamento pode ajudar na identificação de mutantes de escape para anticorpos 
monoclonais (128) e terapias futuras. O monitoramento genômico para identificar resistência a medicamentos tem sido usado para 
outros patógenos, incluindo gripe, HIV e Mycobacterium tuberculosis. (9, 129)

O sequenciamento genômico também pode ser usado para monitorar alterações genéticas virais que afetem o diagnóstico molecular. 
O uso de vários alvos para detecção do SARS-CoV-2, como um PCR multiplex direcionado a duas ou mais regiões do genoma viral, 
é uma abordagem custo-efetiva para reduzir a chance de falsos negativos nos ensaios como resultado da evolução do vírus. (47, 127) 
O sequenciamento do genoma do vírus ou do gene-alvo pode ser realizado quando houver falha contínua na detecção de um alvo 
ou diferenças recentemente observadas na sensibilidade de ensaios direcionados a diferentes regiões, a fim de identificar a possível 
causa. Para obter informações adicionais, consulte as orientações provisórias sobre o diagnóstico de infecções por SARS-CoV-2. 
(47) As mutações virais também podem impactar o antígeno ou o ensaio sorológico, e o sequenciamento genômico pode ajudar a 
detectar possíveis falhas desses ensaios em um estágio inicial. (130-132)

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

Quando um vírus é transmitido de uma espécie para outra, o vírus pode se adaptar a seu novo hospedeiro. O receptor ACE-2 visado 
pelo SARS-CoV-2 é semelhante nos seres humanos e em uma ampla variedade de animais (principalmente mamíferos). (133, 134) 
Existe, portanto, potencial para a transmissão de seres humanos para animais (antroponose). Embora a homologia do ACE-2 sugira 
que outros animais possam ser suscetíveis ao SARS-CoV-2, outras proteínas críticas para a replicação viral podem diferir e prevenir 
infecções nesses animais candidatos. Portanto, são necessários dados apropriados do mundo real ou de infecção experimental para 
determinar a suscetibilidade de animais específicos. Vários animais mostraram ser suscetíveis ao SARS-CoV-2 (15, 127, 135-151), e 
sabe-se que o SARS-CoV-2 é transmissível em certas espécies animais (por exemplo, martas e hamsters). Também foi demonstrada 
a resistência de algumas espécies animais à infecção por SARS-CoV-2. Podem surgir alterações genéticas na sequência que codifica 
a proteína viral da espícula que se liga aos receptores ACE-2, facilitando um salto para novas espécies hospedeiras. A proteína da 
espícula do SARS-CoV-2, especialmente o RBD, é um alvo crítico para a imunidade natural e induzida por vacina. (28-32) A diver-
sificação das regiões genômicas que codificam a proteína da espícula já foi observada em casos em que seres humanos infectados 
com SARS-CoV-2 infectaram visons e houve transmissão zoonótica secundária de volta para hospedeiros humanos. (149) Portanto, 
a diversificação do gene da espícula após transmissão mútua humano-animal do SARS-CoV-2 provavelmente aumenta o risco de 
surgimento de cepas que podem facilmente reinfectar seres humanos e podem estar associadas à redução da eficácia da vacina ou 
à amenização das terapias com anticorpos monoclonais. (33) Para evitar que esses eventos ocorram, os países são incentivados a 
realizar avaliações de risco sobre a possível disseminação para outras espécies que vivem com ou perto de humanos em ambientes 
domésticos, rurais, agrícolas ou zoológicos. (127, 152-154) Precisam ser estabelecidas estratégias de mitigação de risco, sendo ne-
cessário monitoramento adequado para garantir a detecção oportuna desses eventos. O monitoramento exige recursos, devendo ser 
adotadas estratégias direcionadas sempre que possível. Isso exige uma estratégia One Health na qual diversas disciplinas trabalhem 
juntas, incluindo saúde pública, saúde clínica e ocupacional, autoridades veterinárias e de vida selvagem e gestão de recursos flo-
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restais e naturais. (127, 152, 155-157) Essa colaboração também deve se concentrar no desenvolvimento de investigação conjunta 
de surtos e prevenção de infecção e protocolos de controle, teste de seres humanos e animais potencialmente infectados e comparti-
lhamento de dados de sequência. Quando é observada infecção antroponótica ou infecção zoonótica secundária, o sequenciamento 
dos genomas do vírus pode ajudar a avaliar os possíveis novos riscos associados a esses eventos.

Métodos

Esta orientação provisória foi desenvolvida em conjunto com o guia de implementação do Sequenciamento genômico do SARS-
CoV-2: guia de implementação para máximo impacto na saúde pública. O guia de implementação foi desenvolvido em consulta 
com especialistas com experiência em vários campos de sequenciamento genômico da Aliança Laboratorial Global de Patógenos de 
Alta Ameaça (GLAD-HP), da rede de referência para testes de confirmação para COVID-19, e do Rede Global de Alerta e Resposta 
a Surtos (GOARN). Após discussões iniciais por um grupo de redação técnica liderado por um consultor temporário e membros da 
Equipe de Laboratório para COVID-19 da OMS, foram solicitadas contribuições de outros especialistas de dentro e fora da OMS, 
e duas reuniões on-line foram realizadas para resolver questões pendentes. Posteriormente, esta orientação provisória foi elaborada 
para as partes interessadas nacionais, contendo resumo das informações relevantes desta orientação provisória e informações adi-
cionais relevantes para este público-alvo. Esta orientação provisória foi posteriormente distribuída aos especialistas que apoiaram a 
redação do guia de implementação, a rede de referência para testes confirmatórios para COVID-19, os pontos focais dos laboratórios 
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Anexo I: Questões-chave a serem consideradas antes de iniciar um 
programa de sequenciamento

1.	 Quais são 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 são críticos?
3.	 Quem são as principais partes interessadas e quais são suas responsabilidades? Como elas podem estar efetivamente 

engajadas?
4.	 Como as amostras e as informações podem ser transferidas de forma rápida e adequada entre as partes interessadas, 

conforme necessário?
5.	 O projeto foi elaborado de acordo com as leis e diretrizes éticas locais, nacionais e internacionais?
6.	 Há financiamento, equipamento e recursos humanos adequados disponíveis para concluir todos os estágios de 

recuperação de amostras, sequenciamento em laboratório úmido, bioinformática, filodinâmica e outras análises, 
compartilhamento de dados e comunicação de resultados oportunos para as devidas partes interessadas?

7.	 Como as metas podem ser alcançadas sem interromper outras áreas do trabalho laboratorial, como o diagnóstico clínico, 
e evitando a duplicação de esforços?

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

Meta
	5 Definir os objetivos esperados do programa de sequenciamento; quais informações o sequenciamento provavelmente forne-

cerá que serão adicionais ou mais custo-efetivas do que as abordagens existentes?

Identificação e engajamento das partes interessadas

	5 Identifique as principais partes interessadas.
	5 Discuta os objetivos do programa com representantes seniores de grupos de partes interessadas e defina as responsabilidades 

de cada grupo.
	5 Considere a possibilidade de compartilhar materiais educacionais sobre o potencial e os requisitos do sequenciamento do 

SARS-CoV-2 com as partes interessadas.
	5 Identifique os vínculos necessários entre as principais partes interessadas para permitir a movimentação rápida de amostras, 

a solicitação de informações e o uso dos resultados.
	5 Certifique-se de que sejam estabelecidos vínculos claros e apropriados entre as partes interessadas.

Considerações técnicas
	5 Determine o nível de amostragem genômica necessária para atingir os objetivos desejados, em discussão com membros se-

niores de identificação de casos e equipes analíticas.
	5 Identifique os metadados necessários para atingir os objetivos desejados, em discussão com membros seniores das equipes 

analíticas e de identificação de casos.
	5 Escolha os protocolos apropriados de preparação de amostras e biblioteca.
	5 Escolha protocolos bioinformáticos apropriados.
	5 Escolha protocolos analíticos apropriados.

Considerações logísticas
	5 Pondere onde o sequenciamento e a análise serão realizados (por exemplo, um laboratório de diagnóstico existente ou um 

laboratório comercial ou acadêmico externo).
	5 Identifique fontes apropriadas de financiamento que serão adequadas para apoiar o sequenciamento laboratorial, o armaze-

namento de dados e a análise de dados.
	5 Certifique-se de que reagentes e recursos computacionais suficientes estejam disponíveis e possam ser obtidos de forma 

sustentável conforme necessário.
	5 Certifique-se de que haja recursos humanos suficientes e apropriados para concluir o programa em todas as fases.
	5 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.
	5 Assegure a coleta e o armazenamento adequados de metadados e a associação correta com amostras biológicas.
	5 Considere a possível pressão adicional que o sequenciamento exercerá sobre os grupos existentes de resposta de saúde públi-

ca e procure maneiras de aliviar essa pressão.
	5 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 identificação de amostra única e formatos de metadados 
idênticos).

Garantir um ambiente seguro e ético

	5 Conduza análises éticas adequadas para a geração, uso e armazenamento de dados de sequência e metadados associados.
	5 Realize avaliações de risco das atividades de sequenciamento para garantir a biossegurança apropriada em todos os estágios.
	5 Realize avaliações de risco das atividades de sequenciamento para garantir biossegurança apropriada, se relevante, de acordo 

com a legislação nacional e regional.
	5 Pondere o impacto sobre os recursos humanos, incluindo a realocação de pessoal ou a contratação de pessoal adicional para 

manter a carga de trabalho individual em níveis razoáveis.
	5 Certifique-se de que os funcionários possam se deslocar para o trabalho e estar no local de trabalho com segurança e de acor-

do com as diretrizes nacionais de prevenção da transmissão durante o surto de COVID-19.
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	5 Defina estratégias para manter o programa de sequenciamento se os principais membros da equipe ficarem doentes ou pre-
cisarem se isolar.

Compartilhamento de dados
	5 Certifique-se de que todas as partes interessadas estejam de acordo sobre quais sequências e metadados serão compartilhados 

publicamente, por meio de quais plataformas e quando.
	5 Certifique-se de que todas as partes interessadas estejam de acordo quanto à possibilidade de qualquer metadado ser restrito 

a um número limitado de usuários locais e elabore estratégias para compartilhar esses dados com segurança.
	5 Garanta que o compartilhamento de dados esteja em conformidade com as estruturas regulatórias nacionais e internacionais.

Avaliação
	5 Garanta oportunidades regulares para avaliar o programa de sequenciamento, incluindo sucessos e dificuldades contínuas.
	5 Garanta que uma estrutura de monitoramento e avaliação 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 análise de 
sequenciamento do SARS-CoV-2 e suas características
Instrumentoa Vantagens Limitações Tempo de 

execução do 
instrumento

Taxa de 
transferência de 
sequenciamento

Comparação de 
custo relativo

Sequenciamento 
Sanger

Amplamente acessível 
Fácil de usar
Sequenciamento com boa 
relação custo-efetividade, 
se forem necessárias 
poucas metas

Taxa de transferência muito baixa
Amplicons (com frequência não 
mais do que 1.000 bp) devem 
ser amplificados e sequenciados 
individualmente
Dispendioso para genomas completos 
Inadequado para metagenômica

Normalmente 
algumas horas

100 kB-2 Mb
por execução 
única

Custo 
relativamente 
baixo para 
algumas metas

Illumina (por 
exemplo, iSeq, 
MiniSeq, MiSeq, 
NextSeq, HiSeq, 
NovaSeq)

Possibilidade de 
rendimentos de 
sequenciamento muito 
altos
Precisão muito alta iSeq é 
portátil
Os métodos de tratamento 
de dados estão bem 
estabelecidos

Com exceção da Illumina iSeq, 
compra e manutenção caras em 
comparação com algumas outras 
plataformas
Comprimento máximo de leitura 2 x 
300 bp

10-55 h,
dependendo do 
instrumento

1,2-6000 Gb,
dependendo do 
instrumento

Altos custos de 
manutenção e 
inicialização
Custos de 
funcionamento 
moderados

Oxford Nanopore 
Technologies 
(Flongle, 
MinION, 
GridION, 
PromethION)

Sequenciamento direto e 
portátil
Dados em tempo real
Custos de inicialização e 
manutenção baixos
Pode interromper o 
sequenciamento assim que 
dados suficientes forem 
obtidos
Comprimentos de 
leitura muito longos 
alcançáveis (excedendo 
o comprimento total do 
genoma do SARS-CoV-2)

Desafios com homopolímeros
A taxa de erro por leitura é de ~ 
5% (células de fluxo R9.4), então 
o uso de pipelines apropriados é 
fundamental para obter sequências de 
consenso de alta precisão
Atualmente inadequado para 
determinar a variação intra-
hospedeiro, a menos que seja usado 
sequenciamento replicado (52)

Leituras 
disponíveis 
imediatamente
Pode ser 
monitorado 
e executado 
por até vários 
dias, conforme 
necessário

Varia de <2 Gb 
para célula de 
fluxo Flongle 
a 220 Gb para 
célula de fluxo 
PromethION
Até 48 células 
de fluxo podem 
ser usadas no 
PromethION

Sem manutenção, 
e custos iniciais 
relativamente 
baixos
Custos de 
funcionamento 
moderados

Ion Torrent Resposta rápida uma vez 
que o sequenciamento 
começa

Desafios com homopolímeros Caros 
para compra
Comprimentos máximos de leitura 
típicos em torno de 400 bp

2 h – 1 dia, 
dependendo do 
chip e dispositivo

30 Mb – 50 Gb
dependendo do 
dispositivo e 
chips

Custos 
moderados 

a	 Esta lista dos vários instrumentos é para fornecer uma visão geral das ferramentas mais comumente usadas para o sequenciamento genômico 
do SARS-CoV-2 e não implica o endosso da OMS para esses produtos.

b	 Diferentes estimativas de custo podem ser encontradas em (8).

A OMS continua monitorando a situação de perto em busca de quaisquer alterações que possam afetar esta orientação provisória. 
Se algum fator mudar, a OMS publicará uma nova atualização. Caso contrário, este documento de orientação provisório expirará 
dois anos após a data de publicação.
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