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1. Introducao

A medida que a pandemia prossegue a nivel mundial, o virus SARS-CoV-2
continua a sofrer mutacbes e a emergéncia de variantes que diferem da
estirpe original de Wuhan continuara a surgir, mas nem todas as variantes
virais geradas através da mutagdo do virus sao importantes ou tém relevancia
imediata para a saude publica. No entanto, as variantes com mutagoes
especificas que afectam a forma como o virus se comporta sdao agora
consideradas Variantes de Interesse (VI) ou Variantes Preocupantes (VP),
conforme as implicagdes que poderdao ter para a saude publica (1).
Actualmente, existem 4 VP em circulagdo a nivel mundial: Variantes Alfa,
Beta, Gama e Delta. Existem ainda 4 VI: Eta, Iota, Capa e Lambda, que estao
a ser monitorizadas e investigadas para se determinar se cumprem os critérios
de VP. As VP diferem do virus original de Wuhan porque contém mutacdes no
seu genoma. No entanto, sdo de interesse especifico as mutagdes observadas
no gene Spike (S) do virus (Tabela 1). O gene viral S é importante, uma vez
que codifica a proteina Spike, ou seja, a molécula que entra em contacto com
0 virus e que permite a sua penetracdao em células hospedeiras susceptiveis,
provocando infeccao. Algumas mutagdes no gene S podem levar a alteragdes
na proteina Spike, resultando na inibicao do contacto e da penetracao do virus
nas células humanas; no entanto, no caso das VP, estas contém mutacdes no
gene S que propiciam o processo de contacto e de penetracdao nas células
humanas, aumentando a transmissibilidade do virus.

Tabela 1: PosicGes de aminoacidos de mutagGes no gene S de 4 VP (variantes Alfa, Beta, Gama e Delta) e
respectivas sublinhagens*

Posicoes de aminoacidos de mutagdes no gene S de VP

D del del R D del R K K L|T A
VP (Linhagem 1 144- 157- 1 2 241- 2/ 4 4 4| 4 )
Pango) 3 145 158 9 1 243 4/ 1|1 5|7 Vi
sublinhagem 8 0 5 6/ 7|7 2|8 0
Y S G I NNT R/ K D
Alfa (B.1.1.7) v v Vv v
B.1.1.7 +E484K v v AR IR IR
B.1.1.7 +L452R v v/ v v v
Beta (B.1.351) v VvV v v v v | v v
B.1.351.2 v/ v vV v v v v |V v
B.1.351.3 v/ v/ vV v v Vv v |V v
Gama (P1) v/ v v v/ v/ v/ v |V
P.1.1 v/ v vV v/ v/ v/ v |V
P.1.2 v/ v Vv v/ v/ v/ v |V
Delta (B.1.617.2) v/ v v vV v/ v/
AY.1 v/ v v v/ v Vv v/ v/
AY.2 v/ v v v/ v Vv v/ v/

*MutagOes noutras regioes do genoma podem também ser informativas na detecgao de VI/VP conhecidas.
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Estdo disponiveis varias ferramentas para deteccao de mutagles
caracteristicas de virus definidas como VI/VP. O objectivo deste documento é
apresentar os métodos e as ferramentas disponiveis para o rastreio e
sequenciamento de amostras de pacientes, com vista a deteccdo de VP ou de
VI, com especial enfoque naqueles que oferecem um tempo de resposta
rapido, de modo a permitir uma rapida implementacao de accdes de salde
publica para o controlo da COVID-19.

2. VP e VI designadas pela OMS

Até a data, a OMS designou 4 genodtipos de SARS-CoV-2 que correspondem a
definicdo de VP em vigor: i) contém mutagles divergentes da estirpe de
Wuhan; e ii) cujas mutacdes tém impacto em um ou mais aspectos da
infeccdo viral com relevancia para a saude publica. A OMS designou ainda 4
gendtipos do virus como VI. No entanto, a situacao € extremamente dinamica,
por isso a informacao relativa as definicdes e denominagdes em vigor de VI e
VP, bem como a lista actual de VI/VP, podem ser consultadas aqui (1). Cada
variante tera mutagdes ou um conjunto de mutagdes caracteristicos que sao
exclusivos a essa variante em particular. Um resumo dos perfis de mutacao
das VP é apresentado abaixo (Tabela 1).

3. Testes de rastreio para deteccao de VP/VI conhecidas

Em geral, estes ensaios e abordagens utilizam testes PCR para detectar
mutacdes ou caracteristicas especificas, tais como insercoes, deleccdes e
mutacgdes pontuais no genoma do SARS-CoV-2 que sao caracteristicas de uma
VP/VI especifica. Actualmente, os fabricantes estdo a focar-se e a direccionar
0s ensaios para mutacdes no gene S. No entanto, as mutacles caracteristicas
de uma VP/VI especifica podem ocorrer em qualquer parte do genoma do
SARS-CoV-2 e podem ser visadas como regidao para deteccao de VP/VI.

Nota: estes testes NAO PODEM ser utilizados para o diagnéstico clinico do
SARS-CoV-2 e sao utilizados apenas para fins de investigacao (RUO).
Consulte a seccdao sobre Escolher um teste de rastreio PCR para
deteccao de VP/VI para obter mais informagdes sobre como seleccionar o
teste que melhor se adapta as suas necessidades.

Falhas do alvo com PCR

Os testes de diagndstico PCR actuais visam uma variedade de genes do SARS-
CoV-2, e a grande maioria das sequéncias visadas estdao localizadas em
regides altamente conservadas do genoma do SARS-CoV-2 . As regides
altamente conservadas sao menos propensas a sofrer mutagoes; portanto,
existe uma elevada probabilidade de que o teste de diagndstico continuara a
ser exacto na presenca de variantes.

O gene S é um dos genes estruturais do virus que codifica uma proteina
localizada a superficie do virus SARS-CoV-2. Esta proteina é fundamental na
ligagdo entre o virus e uma célula hospedeira que consiga infectar.


https://www.who.int/en/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants/
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Devido a sua exposicao no exterior do virus, a proteina S é também uma das
partes do virus que o sistema imunitario reconhece como estranha. Por
conseguinte, este gene acumula mais mutagdes do que outras regides do
genoma do SARS-CoV-2. Uma vez que mais mutagdes se acumularao no gene
S a medida que este é sujeito a pressao selectiva (Tabela 1), quando
comparado com outras areas do genoma, os testes de diagndstico PCR
raramente visam este gene. No entanto, alguns testes visam o gene S como
alvo de amplificagao.

Se o teste PCR incluir iniciadores de polimerizagao (ou primers) ou sondas
que estabelecem ligacao com a area de mutagao(des), o sinal produzido
podera ser mais fraco ou poder-se-a falhar por completo o alvo a amplificar:
este processo é denominado por falha do alvo ou desconexao com o gene-
alvo. Esta ocorréncia pode ser indicativa da presenca de uma variante na
amostra testada.

Falha do alvo do gene S (SGTF)

Uma mutagao significativa verificada no gene S é a delecgado de 6 nucleotideos
nas posicdes dos nucleotideos 207-212 (A69-70) (realcada a amarelo na
Tabela 1) do gene S. Esta mutagao observa-se na VP Alfa (B.1.117) e
respectivas sublinhagens, mas nao noutras VP; por isso, podera ser explorada
para fins de deteccao de VP. No entanto, é importante referir que esta
deleccao esta presente na VI Eta, e que pode estar presente noutras variantes
que ainda nao tenham sido classificadas como VI/VP. Actualmente, um dos
testes comerciais (aprovado pela lista de utilizacao de emergéncia (EUL) da
OMS (2), ThermoFisher, kit TagPath COVID-19 CE-IVD RT-PCR) visa 3 genes
do SARS-CoV-2, incluindo o gene S, especificamente na regiao da mutagao
A69-70. Por conseguinte, se a amostra testada com este teste contiver a VP
Alfa, o alvo do gene S sera amplificado de forma ténue ou ndo sera
amplificado de todo, um processo denominado por desconexao com o gene
S ou falha do alvo do gene S (SGTF), sugerindo assim a presenca da VP
Alfa na amostra, ou de outra variante que contenha esta delecgao.

Vale a pena rever /in silico os detalhes do teste de diagndstico TAAN que esta
a utilizar para determinar se o teste visa o(s) gene(s)-alvo S e, se assim for,
determinar se os iniciadores/as sondas sdo afectados por mutagOes
especificas do gene S presentes nas VI/VP. E provavel que surjam obstaculos
a este processo, uma vez que as sequéncias de iniciadores/sondas constituem
contelido confidencial. A GISAID permite a verificacdo de sequéncias em
relagdo a iniciadores/sondas de protocolos de PCR disponiveis publicamente
(por exemplo, CDC dos EUA, Charité, Hong Kong, etc.), ou vice-versa. Se
conhecer a sequéncia do iniciador/da sonda do teste que esta a utilizar, pode
também verificar se as sequéncias disponiveis ou as sequéncias de referéncia
contém alguma mutagdo no ponto de ligacao do iniciador com o gene-alvo?.

2 0 PrimerChecker esta disponivel no site da GISAID (https://www.gisaid.org/) e é necessario um login no site da
GISAID para aceder a esta ferramenta.
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Testes de rastreio de PNU

O rastreio de polimorfismos de nucleotideo Unico (PNU) pode ser realizado
para detectar VI/VP, e estao disponiveis testes deste tipo no mercado. As
mutagOes que visam especificamente a identificacao de VP podem estar
presentes no gene S ou noutros genes onde ocorrem mutacoes tipicas. Sao
necessarios controlos positivos adequados de forma a garantir resultados
validos. As escolhas sobre as mutagdes a visar devem ser feitas
cuidadosamente no caso da utilizacao destes testes de rastreio, uma vez que
algumas linhagens de SARS-CoV-2 em circulagao, incluindo linhagens nao-
VI/VP, podem conter algumas das mesmas mutagdes associadas as VI/VP.
Por exemplo, existem linhagens em circulacdo que contém a mutacao N501Y
mas que nao sao consideradas VI/VP.

Testes de rastreio de PNU utilizando a analise da curva de
aquecimento

Varias plataformas de PCR em tempo real tém capacidade para utilizar a
analise da curva de aquecimento para detectar gendtipos (3).
Actualmente, foram desenvolvidos testes para detectar as seguintes
mutacdes utilizando a analise da curva de aquecimento: H66D, A67V, A69-
70, D253G, K417N, K417T, N439K, L452R, Y453F, T478K E484K, E484Q,
N501Y, A570D, D614G, P681H, P681R, F888L, Q949R e V1176F. Estes testes
detectam mutacOes que incluem as 4 VP: Alfa, Beta, Gama e Delta, e 2 VI,
Eta e Iota (4). No entanto, é importante referir que esta lista pode aumentar
ou diminuir devido a natureza dinamica da situacao.

Testes multiplex de PNU, incluindo desconexao com o gene S
Estdo disponiveis comercialmente testes multiplex para deteccao de mdltiplas
mutacdes em VP e VI que poderao ser capazes de diferenciar entre a presencga
provavel de duas ou mais VI/VP numa Unica reacgdo. Estes testes visam
mutagdes no genoma do SARS-CoV-2 que poderao ser exclusivas das VP ou
VI. Estas mutagdes poderao ou nao estar presentes no gene S, mas poderao
também estar presentes noutras partes do genoma viral, e sao informativas
no que diz respeito a detecgao de uma VP ou VI. Desde que foi feita a primeira
caracterizacao das VI/VP, muitos testes entraram no mercado e estao
disponiveis para o rastreio de amostras positivas de SARS-CoV-2.

Existem também protocolos desenvolvidos em laboratério que foram
concebidos para rastrear VI/VP. Por exemplo, foi desenvolvido um teste PCR
por um laboratdrio brasileiro que visa uma deleccao no gene nsp6, comum as
VI/VP Alfa, Beta, Gama e Lambda, que pode ser usado para rastrear essas
VI/VP, mas que ndo é capaz de diferenciar entre cada uma das VI/VP (5).

Consulte a seccao sobre Escolher um teste de rastreio PCR para deteccao de
VP para obter mais informagdes sobre como seleccionar o teste que melhor
se adapta as suas necessidades.

Nota: estes testes NAO PODEM ser utilizados para o diagnéstico clinico do
SARS-CoV-2 e sao utilizados apenas para fins de investigacao (RUO).
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4. Sequenciamento de ADN

Sequenciamento do genoma inteiro (WGS)

O sequenciamento do genoma inteiro tornou-se mais acessivel aos
laboratdérios com avangos tecnoldgicos, em particular na darea do
sequenciamento de nova geragao (NGS). Tal como o nome indica, o WGS
resultara na geracdo de uma sequéncia contigua que abrange todo o genoma
viral. Esta metodologia facilita a detecgao de mutagdes em todo o genoma do
SARS-CoV-2 e pode fornecer informagdes importantes sobre mutagdes que
poderdo ter impacto na forma como o virus se comporta. O sequenciamento
do genoma inteiro é a melhor metodologia existente para confirmar uma VP.
A tabela apresentada abaixo, retirada do documento de orientacao dos
Centros Europeus para Controlo de Doengas (Tabela 2), elenca exemplos de
aplicacdes do WGS e as plataformas disponiveis que podem ser utilizadas. O
WGS é o método mais preciso para detectar as VI/VP conhecidas; no entanto,
trata-se de uma abordagem que requer uma utilizacao intensiva de recursos
e recursos bioinformaticos, e os resultados ndo sao imediatos — dependendo
do protocolo utilizado, os resultados podem demorar até varios dias. Estao
disponiveis orientagGes detalhadas sobre a utilizacdo de sequenciamento no
documento WHO Genomic sequencing of SARS-CoV-2: a quide to
implementation for maximum impact on public health.(6)

Sequenciamento parcial/direccionado: Sequenciamento pelo
método Sanger ou sequenciamento de nova geracao com base
em fragmentos amplificados

Estes métodos sdo um pouco mais simples e consistem em visar regides
especificas do genoma para amplificacdo e sequenciamento. Com estes
métodos, sé sdao amplificadas as regides que contém mutagdes informativas
para a deteccao de VP, e deve-se manter em mente que as mutagdes podem
estar presentes no gene Spike ou noutras regides do genoma do SARS-CoV-
2. Para assegurar a deteccao de todas as VP conhecidas, no caso de enfoque
no gene S, o fragmento amplificado gerado para sequenciamento deve cobrir
no minimo todo o dominio N-terminal e o dominio de ligagdo ao receptor
(aminoacidos 1-541, fragmento amplificado = 1623bp). Adicionalmente,
devem ser considerados os fragmentos amplificados que abrangem o local de
clivagem S1/S2 (posicdao do aminoacido 681) ou todo o gene S (aminoacidos
1-800, 2.400bp), de modo a monitorizar mutagdes no local de clivagem S1/S2
e noutros locais que possam ser relevantes no ambito do gene S.


https://www.who.int/publications/i/item/9789240018440
https://www.who.int/publications/i/item/9789240018440
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Tabela 2. Casos de utilizagao de plataformas de NGS no ambito da vigilancia e resposta do SARS-CoV-2 e
das aplicacOes de sequenciamento do genoma do SARS-CoV-2, e tecnologias recomendadas (7).

Abordagens Cobertura local
Plataformas de recomendadas para| Extensao de minima

Aplicacao sequenciamento construgao de leitura recomendada
recomendadas bibliotecas recomendada (valor
genomicas aproximado)

Padroes de transmissao,
atribuicdo de MiSeqg/NextSeq/iSeq/NovaSeq
clade/linhagem, (Illumina), Baseada em
confirmagdo de Ion Torrent (ThermoFisher), fragmentos ~100 b >10x sobre >95%
reinfeccao, mutagoes MinION (Oxford Nanopore), amplificados (ARTIC, P do genoma
fenotipicamente Sistema de sequenciamento comercial, interna)
relevantes, apresentacao |(PacBio)
de dados
Confirmagao
de reinfeccdo e/ou de MiSeq/NextSeq/iSeq/NovaSeq |Baseada em
transmissao directa (nos |(Illumina), fragmentos ~100 b >500x sobre
casos em que sao Série Ion S5 / Genexus (Thermo|amplificados (ARTIC, P >95% do genoma
necessarias variantes Fisher) comercial, interna)
minoritarias)
Andlise aprofundada do Eriselﬁgstg?
genoma (grandes indels, [MinION (Oxford Nanopore), 9 e
7 . . amplificados (> >500x sobre
recombinagao, Sistema de sequenciamento >1000 bp
7 . fragmentos 1000 bp), >95% do genoma
reorganizagoes, (PacBio)
haplétipos quasiespécies) baseada em captura,
plotipos q P nao-direccionada
Eaetts;gici)ccc)ls agentes xIli(?gi/r?ae)xtSeqﬂSeq/NovaSeq Sequenciamento do
desconhecidos ou de Série Ion S5 / Genexus (Thermo ARN nao-dlrec,c .|onado, >100 bp >5Gbp de dados
- ) RT-PCR especificos a por amostra
estirpes altamente Fisher), B-CoV
divergentes MinION (Oxford Nanopore)

5. Critérios para seleccionar um teste de rastreio PCR
para deteccao de VP

O mercado de testes para deteccdo de mutacOes caracteristicas de VP ou VI
€ e continuara a ser dindmico a medida que o virus continua a transformar-
se. Para garantir a satisfacao das suas necessidades a nivel de testes/rastreio,
€ importante seleccionar testes adequados a sua finalidade tendo em conta o
seu equipamento, experiéncia laboratorial e objectivos. Seguem-se algumas
caracteristicas que podera ter em consideracao ao escolher o tipo de teste.

e Formato utilizado — deteccdo/reaccao de mutacao Unica ou deteccdo/reacgao
de mutagdo multipla (multiplex)? Ter em consideracdao quantas reacgoes €
necessario realizar para detectar uma VP, e a forma como é feita essa
detecgao.

e Método de andlise para deteccao de mutagdo — o teste requer software
especializado ou especifico para detectar as mutages? Trata-se de uma
simples andlise com amplificagdo / sem amplificacdo? Utiliza a andlise da
curva de aquecimento?
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Fluoréforos usados no teste — é importante que os fluoréforos usados no teste
consigam ser detectados pela sua plataforma de PCR em tempo real.

Validagao nas plataformas — verificar se o teste foi validado para a plataforma
de PCR que esta a utilizar, ou se existem publicacdes que validem esse teste
na sua plataforma.

E importante referir que nenhum dos actuais testes de rastreio de PNU
nem dos protocolos de sequenciamento se destina a diagnosticar o
SARS-CoV-2. Por isso, é fundamental, como primeiro passo, comecar por
identificar amostras positivas de SARS-CoV-2 utilizando um teste de
diagndstico de qualidade garantida (idealmente aprovado pela EUL da OMS),
p. ex. PCR e/ou TR-Ag (ver Algoritmo). Qualquer teste PCR escolhido para
rastrear amostras com vista a deteccdo de mutagdes deve ser utilizado como
segundo passo, apos a deteccdo de casos positivos com base num teste
aprovado para diagnostico clinico, por exemplo, um teste PCR aprovado pela
EUL da OMS.

6. Implementacao de testes de rastreio PCR para deteccao
de VP

O principal papel dos testes de rastreio PCR é acelerar o processo de
identificacdo de amostras que contém mutacgdes caracteristicas das VI/VP nos
paises, de forma a permitir a rapida implementacao das medidas sociais e de
saude publica para travar a transmissao do virus, calcular a prevaléncia de
determinada(s) mutacao(des) caracteristica(s) de uma VI/VP, e reforcar o
conjunto de dados sobre a circulacao de VP a nivel mundial. A utilizacao de
um teste PCR para deteccdo de VP ou VI conhecidas NAO substitui a
deteccao de casos através de testes PCR ou TR-Ag aprovados pela
EUL da OMS. Em locais onde o sequenciamento de ADN ndo se encontra
facilmente disponivel, o rastreio de amostras positivas de SARS-CoV-2 para
deteccao de VP utilizando testes PCR deve ser considerado e acompanhado
pelo sequenciamento de parte das amostras em laboratérios de referéncia
para confirmagao, se este processo estiver de acordo com as metas e os
objectivos nacionais.

Do ponto de vista pratico, ndo é necessario rastrear todas as amostras
positivas de SARS-CoV-2 para deteccao de VP. Pode ser rastreada uma
percentagem seleccionada de amostras representativas de diferentes areas
geograficas, grupos ou categorias clinicas de doentes. E importante
sequenciar uma proporgao de amostras com mutagdes caracteristicas de VP,
de modo a confirmar e identificar mutacdes no perfil de mutagao da VI/VP,
para que se possam detectar quaisquer outras mutagdes no genoma que
possam ser informativas, e também para fins de controlo de qualidade.

A questdo de quantas amostras positivas de SARS-CoV-2 devem ser
rastreadas com testes PCR para deteccao de VI/VP, ou para sequenciamento
com vista a rastrear a evolugdo do virus, é complexa. O Escritdrio Regional
da OMS para a Africa elaborou um guia que pode ser consultado aqui (8) para
0 ajudar a lidar com esta questao.


https://www.afro.who.int/sites/default/files/Covid-19/Techinical%20documents/Variant%20surveillance%20guidance%20-%20Executive%20summary.pdf
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No entanto, ao seleccionar uma estratégia/dimensao de amostragem,
particularmente em relacao ao rastreio por PCR, deve considerar a capacidade
laboratorial existente para efectuar testes adicionais, e deve ter em mente
um plano para restringir ou reduzir o rastreio de VI/VP através de PCR, uma
vez que assim que uma variante de SARS-CoV-2 mais robusta entre em
circulacdo numa populacdo, ndo demorarad muito até que esta substitua as
variantes existentes nessa mesma populacao. Se o rastreio for reduzido,
continua a ser importante dar continuidade ao sequenciamento das
proporcoes de casos positivos, com vista a acompanhar a evolugao
viral/deteccao de novas mutacdes. No ambito da implementacdo, considere
também a criacdo de sistemas de controlo de qualidade, tais como
comparacgoes interlaboratoriais, além da confirmacao regular de um pequeno
subconjunto de cada VP identificada pelo sequenciamento.
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Estratégia para a utilizacao de sequenciamento de ADN e de testes de rastreio PCR para identificar mutagoes caracteristicas

de VP e para acompanhar a evolugao viral.

Clinical Diagnosis with WHO EUL PCR or Ag-RDT

|_POSITIVE |

Surveillance

V4

Identifying known VOIs/VOCs

Identifying New Variants

Community

POEs (incoming)

Outbreak Investigations
Targeted Populations

All vaccinated cases presenting with infection

Re-infections (tracking epidemiological clusters)
Unusual clinical presentation
Non-response to therapeutics

Sampled Populations

Subset of samples for surveillance

4

N

PCR Screen OR Sequence to identify Subset
mutation(s) indicative of VOC/VOI Verification of VOC

Sanger and/or Whole Genome
Sequencing (WGS)

* Os grupos especiais podem incluir doentes com apresentacdo ou doenca invulgares, individuos imunocomprometidos, etc., mas devem ser determinados pelo pais com

base na sua situacdo epidemioldgica especifica.
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