#.|| REGIONE pet VENETO )
ALLEGATOA pag. 1di 6

SV

Istituto Zooprofilattico
Sperimentale delle Venezie

CREAZIONE DI UNA BANCA DATI REGIONALE DELLE SEQUENZE DI SARS-CoV-2
ISOLATI IN VENETO



ALLEGATOA pag. 2 di 6

1. Premessa

Il sequenziamento del genoma delvere Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus 2 (SARS-
CoV-2) svolge un ruolo cruciale nel definire le @imiche di evoluzione, trasmissione e diffusione
del virus.

Attraverso la caratterizzazione del patrimonio gienevirale &€ possibile identificare mutazioni
potenzialmente implicate nella virulenza e trasinibg& del patogeno, nella sensibilita delle
metodiche diagnostiche in uso e nell’efficacia giaitocolli terapeutici applicati. Inoltre, attrager
l'integrazione dei dati genetici ed epidemiologiéi,possibile ricostruire il network del “chi ha
infettato chi” nelloutbreak investigation, monitorare I'evoluzione virale nel tempo in risp® a
specifiche misure di controllo (terapieckdown), seguire la diffusione del virus nel territorid e
esplorare l'intricata interazione tra paziente sgano.

Al fine di massimizzare [Iefficacia del sequenziamme come strumento diagnostico ed
epidemiologico, & fondamentale poter disporre noio sli dati epidemiologici, ma anche di un
archivio di dati genetici storici e costantemerdgiarnato.

2. Obiettivo

Il presente progetto mira alla creazione di unachatati regionale, in cui verranno raccolte ed
analizzate le sequenze di un campione rappresen@itiSARS-Cov-2 isolati dalle Aziende ULSS
del Veneto. Tale banca dati sara allestita presstituto Zooprofilattico delle Venezie (IZSVe),
che si occupera della raccolta dei campioni, dejuseziamento del virus, dell’analisi
bioinformatica dei risultati e delle analisi di dpmiologia molecolare per lo studio dei focolai
epidemici.

3. Sceltadel campione

Al fine di garantire la generazione del dato gertet razionalizzare i tempi ed i costi di analisi,
verranno sequenziati campioni selezionati secomitiericquantitativi, qualitativi, epidemiologici e
clinici.

Criteri quantitativi e qualitativi

L'1ZSVe fornira ai laboratori che invieranno i campi per il sequenziamento, le caratteristiche
qualitative e quantitative minime che garantiscintegrita del’RNA e la possibilita di procedere
con il sequenziamento, secondo il diagramma dsflugportato nella Figura 1.
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Figura 1. Diagramma di flusso per la scelta dei campiorsa@ttoporre a sequenziamento sulla base
di criteri qualitativi

Criteri epidemiologici e clinici

Al fine di razionalizzare i costi e i tempi di aisa| sara sottoposta a sequenziamento una selezione
di campioni effettuata sulla base dei dati epideagji e clinici disponibili.

Per icampioni derivanti dalla clinica o ottenuti attraverso la sorveglianza in corso la selezione
verra operata seguendo il diagramma di flusso Wecke riportato in Figura 2. Si stima di
sottoporre a sequenziamento una media di circadfpioni al mese.

Per i campioni di archivio sara chiesto a ciascuna AUSLL di inviare inizialteeR0 campioni
selezionati per data di raccolta, ossia campiollézionati durante tutto il periodo di circolazione
del virus, prima durante e dopoldckdown, al fine di creare una base storica per SARS-CoV-2
Sara altresi chiesto ai laboratori che hanno semgienil virus di inviare all'lZSVe tutte le
sequenze non ancora depositate in banche datiiphébl

Al fine di mantenere aggiornata banca dati genetica regionale ogni mese ogni lAUiBviera
all'lZSVe 5 campioni selezionati sulla base di dapidemiologici (data di raccolta, comune di
provenienza).
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Ulteriori campioni (fino ad un massimo di 10 pernbgategoria di sequito riportata a titolo
esemplificativo) potranno essere richiesti a ciascBUSLL secondo specifici criteri clinici al fine
di identificare I'emergenza di varianti del viruBecsi sono selezionate in risposta a determinati
driver evolutivi:

- Forma clinica dell'infezione: grave, lieve, asintatioa;

- Segni clinici: forme respiratorie, forme “atipich@jastro-intestinali, nervose, cutanee)

- Specifici trattamenti farmacologici (es.: plasmari;mmune, clorochina, ecc.).
Saranno sottoposti a sequenziamento un numero or@ogk campioni del periodo 2020/2021 per
ciascuna classe (forma clinica, segni clinici,ténatenti farmacologici) e categoria all'interno dell
classe, fino ad un massimo di circa 30 campion¥d$8LL. La necessita di avere numeri maggiori
sara valutata caso per caso.
Altri criteri di selezione per ulteriori studid-hoc potranno essere discussi e concordati con il
laboratorio. n totale, si stima di sequenziarefino ad un massimo di circa 1000/campioni/anno

Soggetto positivo

Si tratta di un focolaio Soggetto con NO
Nuovo 0 non ancora grave sintomatologia?
caratterizzato?

NO

Si vuole stabilire la
connessione con un
focolaio noto?

Sl
Selezione e invio di campioni

da diversi soggetti infetti
al centro di sequenziamento

S|

Il team valuta la rilevanza
di ottenere la sequenza del
genoma virale o altri approcci
di analsi genetica
(es. metagenomica, trascrittomica)

Il team valuta la rilevanza
di ottenere la sequenza del
genoma virale

Mancata risposta
alle terapie?

Campionamenti a diversi time point e/o
diversi distretti del'organismo del soggetto infetto.
Valutazione con il team IZSVe su
numero e tipologia di campioni.

L—— (Sequenziamento genoma virale 4—/

Figura 2. Diagramma di flusso per la scelta dei campioniv@iti dalla sorveglianza in corso da
sottoporre a sequenziamento sulla base di cripggieeniologici (azzurro) e clinici (arancione).
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4, Creazionedi unabancadati geneticaregionale

Tutte le sequenze generate dall'lZSVe o da alweratori qualificati, ottenute sia da campioni di
archivio che da campioni di sorveglianza, sarammwmaaolte in una banca dati genetica regionale per
SARS-CoV-2, gestita dall'lZSVe. Tale banca datiaseostantemente aggiornata col prosieguo
dell'attivita di sequenziamento, al fine di morgi@ in modo costante la variabilita e I'evoluzione
del virus circolante nel territorio e identificafmtroduzione o I'emergere di nuove varianti. Tali
dati saranno di supporto per le indagini epidengigloe richieste, e per una migliore comprensione
dell’origine del virus responsabile di nuovi focola

5. Tipologia campione

Possono essere inviati al centro di sequenziantatttZSVe:

- Campioni clinici ovvero tampone naso-faringeo, fadngeo o rettale in terreno di trasporto
(es. VTM, UTM o Amies), saliva, lavaggio nasalepettorato, lavaggio bronco-alveolare o
biopsie del tratto respiratorio;

- Isolati virali in cellule;

- RNA;

Oltre alle tipologie di campione sopra citate, pogsessere inviate al centro di sequenziamento
dell’'lZSVe anche sequenze di genoma completo di SARV-2, per la sola analisi molecolare.

6. Analis bioinformatiche

| dati generatineads grezze) saranno processati al fine di ottenesed@enza consenso del genoma
completo di SARS-CoV-2. Le sequenze consenso saraottoposte ad analisi filogenetica e
molecolare. Al committente verranno forniti i segtiedati mediante comunicazione via email
all'indirizzo fornito nell'apposita scheda di accpagnamento campione:

- Sequenza consenso del genoma completo di SARS-Gb\¢i@scun campione;
Albero filogenetico;
Report contenente le informazioni relativeliakage di appartenenza del virus, all’analisi
filogenetica, all'identificazione di mutazioni diteresse biologico o epidemiologico;
Dati grezzi (solo su richiesta).
Ulteriori analisi specifiche potranno essere codate di volta in volta con il committente.
Al fine di ottimizzare le analisi si richiede al romittente di fornire informazioni
epidemiologiche/cliniche esaustive e, ove opportimdicare lo scopo dell'analisi (es. determinare
la connessione epidemiologica tra due casi di iofez, determinare se il virus presenti mutazioni
specifiche correlabili alla forma clinica, ecc.).
Inoltre, previa autorizzazione da parte del conenig, le sequenze ottenute saranno depositate in
database pubblici (es. GISAID o GenBank) in formarama nel rispetto della privacy.

7. Tempi di risposta

| tempi di risposta dipendono dal numero di campitm analizzare, dalla tipologia di materiale
inviato (campione clinico o RNA), dalla tipologia @nalisi richiesta, dall’'urgenza del caso, dalla
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necessita del laboratorio di accorpare pil campioni un’unica sessione analitica per

un’ottimizzazione dei costi. Le tempistiche saraoomunicate e concordate di volta in volta con il
committente.

Il tempo minimo di effettuazione dell’analisi in rmdizioni d’'urgenza, dovuto alla durata delle

analisi stesse, non potra comunque essere infexidrgiorni lavorativi per un numero massimo di 7
campioni. “L’analisi” comprende la generazione dginoma mediante sequenziamento, analisi
bioinformatica, interpretazione dei risultati, stesdel report.



