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RESUMO

A COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, apresenta elevada variabilidade genética, e
mutagoes nas regides reconhecidas por primers e sondas podem comprometer a confiabilidade
dos testes de RT-qPCR. Este estudo avaliou o impacto das mutagOes das variantes de
preocupacdo sobre os sitios de anelamento de ensaios diagnosticos e propds conjuntos
corrigidos para os ensaios afetados. Trata-se de estudo descritivo-analitico de abordagem in
silico. Seis genomas completos, a referéncia Wuhan-Hu-1 e um representante de cada variante
de preocupacdo (Alpha, Beta, Gamma, Delta e Omicron), foram obtidos no GenBank e
alinhados com Clustal Omega. Quarenta oligonucleotideos provenientes de cinco protocolos
(CDC, Charité/OMS, China CDC, HKU e Institut Pasteur) foram localizados no genoma de
referéncia. Apos a consolidacdao de sequéncias idénticas entre protocolos, analisaram-se 37
oligonucleotideos unicos organizados em 12 conjuntos. Trinta permaneceram integros nas
cinco variantes e sete apresentaram ao menos um mismatch, totalizando 18 eventos, todos nao
sindnimos, distribuidos em 11 posi¢des genomicas. O conjunto N do China CDC concentrou 12
desses eventos por sobrepor o agrupamento 28.881-28.883, origem das substituicdes R203K e
G204R. Um evento foi classificado como de criticidade alta: a substituicdo na posicdo 15.451
(ORF1b:G662S, variante Delta), situada a uma base da extremidade 3' do primer senso do
conjunto RARP_SARST. Os novos conjuntos foram desenhados para os cinco ensaios afetados,
restritos as 28.825 posicoes (96,4% do genoma) conservadas nas seis sequéncias, apresentando
pareamento integral e pardmetros termodinamicos adequados. A verificacao de especificidade
frente aos seis coronavirus humanos de referéncia ndo indicou reatividade esperada com
MERS-CoV nem com os coronavirus sazonais, embora os conjuntos dirigidos a ORF1b e ao
gene E mantenham o reconhecimento do SARS-CoV, propriedade herdada do desenho pan-
Sarbecovirus original. Conclui-se que a conservacao global do genoma ndo assegura a
integridade dos sitios diagndsticos e que o monitoramento dessas regioes deve integrar a
vigilancia gendmica de rotina.
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ABSTRACT

COVID-19, caused by SARS-CoV-2, exhibits high genetic variability, and mutations in regions
recognized by primers and probes may compromise the reliability of RT-qPCR tests. This study
assessed the impact of variant-of-concern mutations on the annealing sites of diagnostic assays
and proposed corrected sets for the affected assays. This is a descriptive-analytical in silico
study. Six complete genomes, the Wuhan-Hu-1 reference and one representative of each variant
of concern (Alpha, Beta, Gamma, Delta and Omicron), were retrieved from GenBank and
aligned with Clustal Omega. Forty oligonucleotides from five protocols (CDC, Charité/WHO,
China CDC, HKU and Institut Pasteur) were mapped onto the reference genome. After
consolidating sequences identical across protocols, 37 unique oligonucleotides organised into
12 sets were analysed. Thirty remained intact across the five variants and seven displayed at
least one mismatch, totalling 18 events, all non-synonymous, distributed over 11 genomic
positions. The China CDC N set concentrated 12 of these events by overlapping the 28,881—
28,883 cluster, the origin of the R203K and G204R substitutions. One event was classified as
highly critical: the substitution at position 15,451 (ORF1b:G662S, Delta variant), located one
base from the 3’ end of the forward primer of the RARP_SARSTr set. New sets were designed for
the five affected assays, restricted to the 28,825 positions (96.4% of the genome) conserved
across all six sequences, showing complete complementarity and adequate thermodynamic
parameters. Specificity screening against the six reference human coronaviruses indicated no
expected reactivity with MERS-CoV or with the seasonal coronaviruses, although the sets
targeting ORF1b and the E gene retain recognition of SARS-CoV, a property inherited from the
original pan-Sarbecovirus design. Global genome conservation does not ensure the integrity of
diagnostic sites, and monitoring these regions should be integrated into routine genomic
surveillance.

Keywords: COVID-19; Molecular diagnosis; Mutations; Primers; RT-qPCR.

1 INTRODUCAO

A COVID-19, causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, é uma infeccdo respiratoria
aguda de elevada transmissibilidade e alcance mundial. Identificado pela primeira vez em
dezembro de 2019 na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, China, o SARS-CoV-2 foi descrito
como o sétimo coronavirus conhecido capaz de infectar seres humanos (Zhu et al., 2020). Em
11 de marco de 2020 a Organizacdo Mundial da Saude caracterizou a COVID-19 como
pandemia, em razao de sua rapida disseminacdo geografica (WHO, 2020). No Brasil, mais de 39
milhdes de pessoas foram infectadas e aproximadamente 716 mil 6bitos foram atribuidos a essa
sindrome respiratoria (Brasil, 2025). O impacto estendeu-se para além da esfera sanitdria,
afetando a organizacdao dos servicos de saude e o proprio trabalho em vigilancia sanitaria
(Aragjo et al., 2023), e permanece pauta de pesquisa prioritaria no pais (Alves et al., 2025).

Diante desse cenario, a deteccao precoce da infeccdao tornou-se fundamental para o
controle da pandemia. Os métodos de diagnostico da COVID-19 abrangem testes moleculares,

testes de antigeno e testes sorologicos, cada qual com indicacdes e limitagGes proprias, e a



Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa com Transcricao Reversa (RT-qPCR) permanece
o método molecular de escolha para o diagnostico etiolégico da infeccao por SARS-CoV-2
(Tang et al., 2020). A efetividade relativa das ferramentas de diagndstico e manejo, incluindo os
métodos de imagem, foi revisada por Alsharif e Qurashi (2021), e plataformas emergentes,
como os nanobiossensores, vém sendo investigadas como alternativas de resposta rapida
(Mohammadi et al., 2024). A sensibilidade da RT-qPCR, contudo, ndo é absoluta. Revisao
sistematica com metanalise de 32 estudos, envolvendo mais de 18 mil pacientes, estimou taxa
agregada de resultados falso-negativos de 12% no teste inicial (IC 95% de 10% a 14%, com
certeza da evidéncia classificada como muito baixa), propor¢ao que pode ser substancialmente
maior conforme a prevaléncia da infeccdo na populacdo testada (Pecoraro et al., 2022). Essa
limitacdo confere relevancia pratica a investigacao dos fatores capazes de reduzir o desempenho
do ensaio.

O RT-gPCR baseia-se na conversao do RNA viral em DNA complementar, seguida de
amplificacdo ciclica catalisada por DNA polimerase (Mullis; Faloona, 1987) e monitorada em
tempo real pela fluorescéncia proporcional ao produto formado (Kubista et al., 2006). A
especificidade do ensaio decorre dos iniciadores (primers), oligonucleotideos curtos
complementares a regioes definidas do genoma viral, e, nos formatos com sonda de hidrdlise, de
um terceiro oligonucleotideo marcado que confere detec¢ao especifica do amplicon (Corman et
al., 2020; Chu et al., 2020). O desempenho do método depende, portanto, da
complementaridade entre esses oligonucleotideos e a sequéncia-alvo.

Diversos fatores podem comprometer essa complementaridade ou a reacdo como um
todo. Na etapa pré-analitica, o método de extracao do RNA influencia a recuperagcdo do material
genético e, consequentemente, a sensibilidade do ensaio (Campos et al., 2021), e a presenca de
inibidores de amplificacdo, provenientes da propria amostra clinica ou do processamento, pode
reduzir a eficiéncia da reacdo e favorecer resultados falso-negativos (Fruehwirth et al., 2020).
Na etapa analitica, soma-se a esses fatores a variabilidade genética do préprio virus: alteragdes
nas regides reconhecidas pelos oligonucleotideos modificam as bases disponiveis para o
pareamento e reduzem a estabilidade do hibrido formado.

O surgimento sucessivo de variantes de preocupacao, classificadas e monitoradas pela
Organizacao Mundial da Satde segundo critérios de transmissibilidade, gravidade e escape
imunologico (WHO, 2023), tornou essa possibilidade concreta. Diante disso, o presente
trabalho teve por objetivo analisar, por meio de ferramentas de bioinformatica, as regides-alvo
utilizadas em ensaios de RT-qPCR para deteccao do SARS-CoV-2, identificando mutacGes

capazes de comprometer a eficiéncia diagnéstica, caracterizando seu efeito sobre a proteina



codificada e sobre o0 anelamento, e propondo conjuntos primer/sonda corrigidos para os ensaios

afetados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Desenho do estudo

Trata-se de estudo descritivo-analitico de abordagem in silico e carater metodologico-
comparativo, conduzido inteiramente em ambiente computacional a partir de dados gendmicos
de dominio publico. A investigacdo compreendeu quatro etapas encadeadas: localizacdao dos
oligonucleotideos diagndsticos no genoma de referéncia do SARS-CoV-2, identificacdo das
divergéncias entre esses sitios e 0os genomas das variantes de preocupacao, predi¢ao do efeito
dessas divergéncias sobre a proteina codificada e sobre a amplificacdo, e proposicao de novos
conjuntos para os ensaios comprometidos. Por ndo envolver seres humanos, material biol6gico

ou dados identificaveis, o estudo dispensa apreciacio por Comité de Etica em Pesquisa.
2.2 Obtencao das sequéncias genomicas

Foram selecionados seis genomas completos de SARS-CoV-2 depositados no GenBank
(National Center for Biotechnology Information), compreendendo a cepa de referéncia Wuhan-
Hu-1 e um representante de cada uma das cinco variantes de preocupacao designadas pela
Organizacao Mundial da Satde (WHO, 2023), a saber Alpha, Beta, Gamma, Delta e Omicron
(Quadro 1). Essa designacao corresponde ao estatuto atribuido a cada variante durante o periodo
em que circulou, classificacdo posteriormente revista pela propria instituicao, que passou a listar
parte delas como variantes de preocupacao anteriormente circulantes. Adotaram-se como
critérios de inclusdo: genoma completo ou quase completo, atribuicao explicita de linhagem
Pango, disponibilidade de metadados de data e local de coleta, e citacdo do niimero de acesso
em artigo revisado por pares. Foram excluidas sequéncias fragmentadas, com indicios de erro
de montagem ou com elevada proporcdo de bases indeterminadas. O genoma NC_045512.2

(RefSeq) foi adotado como referéncia para todas as coordenadas apresentadas neste trabalho.



Quadro 1 - Genomas de SARS-CoV-2 analisados. As posi¢cdes cobertas referem-se as
colunas do alinhamento efetivamente sequenciadas em cada genoma, excluidas as lacunas
terminais. As bases ambiguas correspondem a posi¢coes indeterminadas (IN) no depdsito

original.
Variante Linhagem Acesso Procedéncia Data da coleta Posicdes Bases
(OMS) Pango GenBank cobertas ambiguas (N)
Referéncia B NC_045512.2 China (Wuhan) dez/2019 1-29916 0
Alpha B.1.1.7 MWw487270.1 EUA (origem: Reino Unido) dez/2020—jan/2021 52-29795 1
Beta B.1.351 MZ443817.1 | Malésia (origem: Africa do Sul) 2021 55-29849 612
Gamma P.1 MW642248.1 | Itdlia (origem: Brasil, Manaus) jan/2021 31-29916 2
Delta B.1.617.2 MZ208926.1 Marrocos (origem: India) abr/2021 121-29860 0
Omicron BA.1 0L672836.1 Bélgica (origem: Africa do nov/2021 55-29781 0
(B.1.1.529) Sul/Egito)

2.3 Conjuntos de primers e sondas avaliados

Foram compiladas as sequéncias oligonucleotidicas de cinco protocolos de RT-qPCR
para deteccdo do SARS-CoV-2, extraidas dos documentos primarios de cada institui¢do: o
painel dos Centers for Disease Control and Prevention dos Estados Unidos (conjuntos N1, N2 e
N3), o protocolo Charité/Organizacao Mundial da Satde descrito por Corman et al. (2020), o
protocolo do Centro Chinés de Controle e Prevencdao de Doencas, o protocolo da Universidade
de Hong Kong descrito por Chu et al. (2020) e o protocolo do Institut Pasteur de Paris. Os
oligonucleotideos dirigidos ao controle interno humano de RNase P foram excluidos por ndo se
dirigirem ao genoma viral. Conjuntos cujas sequéncias se mostraram integralmente idéenticas
entre protocolos distintos foram consolidados em registro tinico, mantendo-se a indicacao de
ambas as fontes. A relacdo completa dos oligonucleotideos analisados, com sequéncia e posi¢ao

gendmica, consta da Tabela 1.
2.4 Alinhamento multiplo

Os seis genomas foram alinhados simultaneamente com o algoritmo Clustal Omega,
executado no servico web do European Bioinformatics Institute com parametros padrao. O
alinhamento resultante contém 29.916 colunas, das quais 29.903 correspondem a posicoes do
genoma de referéncia. Para cada genoma foram determinadas as lacunas terminais, decorrentes
de regioes nao sequenciadas e distintas de delecdes verdadeiras, bem como as posi¢cdes com
bases ambiguas. Ambas as situacGes foram tratadas como dados ausentes e excluidas das

comparacoes.



2.5 Localizacao dos oligonucleotideos no genoma de referéncia

Cada oligonucleotideo foi localizado no genoma de referéncia por varredura exaustiva
de todas as posicOes possiveis, nas duas fitas, comparando-se tanto a sequéncia do
oligonucleotideo quanto o seu complemento reverso com a sequéncia gendmica. A comparacao
respeitou o codigo de degenerescéncia IUPAC, de modo que uma base degenerada no
oligonucleotideo foi considerada compativel com qualquer base gendémica contida em seu
conjunto de possibilidades. Admitiu-se tolerancia maxima de trés divergéncias por
oligonucleotideo, a fim de permitir a localizacdo de oligonucleotideos pan-Sarbecovirus,
originalmente concebidos para detectar também o SARS-CoV e, por isso, ndao integralmente
complementares a referéncia. Para cada oligonucleotideo foi retido o sitio de menor nimero de
divergéncias, registrando-se a fita, as coordenadas inicial e final e o tamanho. As coordenadas
obtidas foram confrontadas com as descritas nos protocolos de origem.

As coordenadas do genoma de referéncia foram convertidas em colunas do alinhamento,
de modo que a comparacdo entre cada oligonucleotideo e os genomas das variantes se desse
posicdo a posicdao, sem necessidade de novo alinhamento local. Para oligonucleotideos
antissenso, as bases gendmicas foram convertidas ao complemento reverso, de modo que todas

as posicOes sejam reportadas na orientacdo 5' — 3’ do préprio oligonucleotideo.
2.6 Identificacao e classificacao das divergéncias

Cada posicdo de cada oligonucleotideo foi classificada em uma de cinco categorias:
pareamento correto, divergéncia por substituicdo, divergéncia por delecdo, base ambigua,
quando o genoma apresenta base indeterminada na posicdo, e dado ausente, quando a posicdo
recai em regido nao sequenciada daquele genoma. As duas tltimas categorias foram tratadas
como inconclusivas e ndo contabilizadas como divergéncia, evitando que falhas de cobertura
fossem interpretadas como mutacao.

As divergéncias ja presentes no confronto entre o oligonucleotideo e a propria sequéncia
de referéncia foram registradas separadamente, sob a designacdo de divergéncias de desenho,
por decorrerem da concepgao original do oligonucleotideo e ndo da evolucao viral. Somente as
divergéncias ausentes na referéncia e presentes em uma variante foram computadas como

eventos de mismatch atribuiveis aquela variante.
2.7 Anotacao génica e predicao do efeito sobre a proteina

As coordenadas das regides codificantes foram obtidas da anotacdo RefSeq

(NC_045512.2) e validadas computacionalmente: para cada uma das doze fases de leitura



verificou-se o comprimento multiplo de trés, a presenca de codon de iniciacdo ATG e a presenca
de cddon de terminacdo. O deslocamento de fase de leitura ribossomal de —1, que ocorre na
posicdo 13.468 e separa as poliproteinas ORF1a e ORF1b, foi tratado explicitamente, adotando-
se a numeracdo de residuos propria de cada poliproteina. Os dominios de proteinas ndo
estruturais (nsp) em ORF1ab foram igualmente anotados.

A predicdo do efeito de cada divergéncia sobre a proteina codificada foi efetuada pela
leitura do c6don completo da variante no alinhamento, e ndao pela substituicao isolada de uma
base no cédon de referéncia. Esse procedimento é necessario porque mutagoes adjacentes
dentro de um mesmo cédon produzem, em conjunto, alteracao de aminodacido distinta daquela
que resultaria de cada substituicdo isolada. Cdédons contendo bases ambiguas, lacunas ou
posicdes ndo sequenciadas foram considerados indeterminaveis. O quadro de leitura empregado
foi aferido contra posicOes de efeito conhecido e amplamente descrito na literatura, a saber
14.408 (ORF1b:P314), 23.403 (S:D614), 28.881 (N:R203), 26.270 (E:T9) e 3.037
(ORF1a:F924).

2.8 Classificacao da criticidade

Cada evento de mismatch recebeu classificacdo de criticidade segundo critério
posicional previamente definido. Atribuiu-se criticidade alta as divergéncias situadas nas cinco
bases da extremidade 3' de um primer, regidao em que o pareamento correto € requisito para o
inicio da extensdo pela DNA polimerase. Receberam criticidade moderada as delecoes e as
divergéncias localizadas no terco central de sondas, e criticidade baixa as demais posi¢ées. Por
tratar-se de critério aplicado a cada evento isoladamente, registrou-se adicionalmente, para cada
oligonucleotideo e variante, o nimero total de divergéncias acumuladas, uma vez que
divergéncias multiplas reduzem a estabilidade do hibrido independentemente de sua distancia a

extremidade 3' (Lefever et al., 2013).
2.9 Analise de conservacao e redesenho dos conjuntos

Para o redesenho dos conjuntos comprometidos, construiu-se previamente um mapa de
conservacao do genoma, no qual cada posicdo da referéncia foi classificada como conservada
apenas quando as seis sequéncias apresentaram base idéntica, sem lacunas, sem bases ambiguas
e sem recair em regido nao sequenciada de qualquer genoma. Esse critério conservador exclui
do desenho toda posicdo cuja identidade ndo pode ser confirmada nos seis genomas.

Os novos oligonucleotideos foram desenhados com o programa Primer3, por meio da

biblioteca primer3-py, restringindo-se a busca a janelas de 420 pares de base a montante e a



jusante de cada amplicon original e declarando-se como regides excluidas, tanto para primers
quanto para sondas, todas as posi¢oes ndao conservadas. Os parametros adotados foram os
seguintes. Os primers foram restritos a 18 a 25 nucleotideos, com temperatura de melting (Tm)
entre 57 e 63 °C e contetido de guanina e citosina entre 30 e 65%. As sondas foram restritas a 18
a 32 nucleotideos, com Tm alvo superior a dos primers. Os amplicons foram limitados a 70 a
150 pares de base, faixa ampliada progressivamente até 250 pares de base quando nenhum
candidato era obtido, admitindo-se no maximo quatro nucleotideos idénticos consecutivos. O
calculo termodinamico adotou 50 mM de cation monovalente, 3 mM de magnésio, 0,8 mM de
desoxirribonucleotideos e 250 nM de oligonucleotideo. Para cada conjunto, a Tm minima
admitida para a sonda foi reduzida progressivamente a partir de 69 °C até que se obtivesse

candidato valido, procedimento que assegura a maior Tm compativel com cada regido-alvo.
2.10 Verificacao in silico dos conjuntos propostos

Cada oligonucleotideo proposto foi submetido a quatro verificacdes. A primeira
consistiu na conferéncia do pareamento posi¢do a posi¢ao contra os seis genomas alinhados, de
modo a confirmar complementaridade integral. A segunda consistiu na busca de sitios
secundarios de anelamento no proprio genoma de referéncia, por varredura das duas fitas
admitindo-se até trés divergéncias, a fim de descartar a possibilidade de amplificacdao
inespecifica intragenomica. A terceira compreendeu a avaliacdo das estruturas secundarias
previstas, a saber grampo (hairpin), autodimero (self-dimer) e dimero entre os primers do par
(heterodimer), expressas como Tm da estrutura e consideradas aceitaveis quando inferiores a
temperatura de anelamento prevista para o ensaio. A quarta consistiu na avaliacdao da
especificidade frente a outros coronavirus humanos, mediante varredura dos genomas de
referéncia do SARS-CoV (NC_004718.3), do MERS-CoV (NC_019843.3) e dos coronavirus
sazonais 229E (NC_002645.1), OC43 (NC_006213.1), NL63 (NC_005831.2) e HKU1
(NC_006577.2), obtidos do GenBank. Para cada oligonucleotideo registrou-se, nas duas fitas, o
menor numero de divergéncias e a posi¢ao do melhor sitio, verificando-se em seguida se os
primers de cada conjunto formavam geometria compativel com amplicon, isto é, primer senso
na fita positiva a montante do primer antissenso na fita negativa, com produto inferior a 600
pares de base. O procedimento foi validado contra o proprio genoma de referéncia do SARS-

CoV-2, no qual os quinze oligonucleotideos propostos apresentaram pareamento integral.



2.11 Ferramentas computacionais

Todas as andlises foram implementadas em Python 3.11, empregando-se as bibliotecas
primer3-py 2.3.1 para o desenho de oligonucleotideos e o calculo termodinamico, openpyxl
3.1.5 para a leitura e a geracao das planilhas e matplotlib 3.10 para a construgdo das figuras. A
localizacdao dos oligonucleotideos, a classificacdo das divergéncias, a anotacdo génica e a
predicao do efeito proteico foram implementadas em rotinas préprias, reunidas em modulo
unico compartilhado por todas as figuras e tabelas, de modo que os valores apresentados nas

diferentes pecas derivem de uma unica execucdo da analise.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaios avaliados e distribuicao dos alvos no genoma

Foram avaliados 40 oligonucleotideos dirigidos ao genoma do SARS-CoV-2,
provenientes de cinco protocolos de RT-qPCR. Os trés oligonucleotideos do controle interno de
RNase P do painel do CDC foram excluidos por se dirigirem ao genoma humano. Os conjuntos
para o gene E descritos pela Charité e pelo Institut Pasteur mostraram-se idénticos em
sequéncia. Consolidada essa duplicacgdo, restaram 37 oligonucleotideos tinicos, organizados em
12 conjuntos primer/sonda.

Todos os 37 oligonucleotideos foram localizados no genoma de referéncia
NC_045512.2 (29.903 nt) mediante busca com tratamento das bases degeneradas IUPAC, e as

coordenadas obtidas coincidiram com as descritas nos protocolos de origem (Tabela 1).



Tabela 1 — Conjuntos de primers e sondas de RT-qPCR avaliados, posi¢ao no genoma de referéncia NC_045512.2 e nimero de mismatches por
variante. F indica primer senso, R primer antissenso e S sonda. Os valores por variante correspondem ao numero de posi¢cOes divergentes em
relacdo a referéncia, desconsiderados os mismatches ja presentes no proprio desenho do oligonucleotideo.

Protocolo

CDC

CDC

CDC

CDC

CDC

CDC

CDC

CDC

CDC

Charité/OMS

Charité/OMS

Charité/OMS

Charité/OMS

Charité/OMS e Inst.

Pasteur

Charité/OMS e Inst.

Pasteur

Charité/OMS e Inst.

Pasteur

Charité/OMS

Conjunto
2019-nCoV_N1
2019-nCoV_N1
2019-nCoV_N1

2019-nCoV_N3*
2019-nCoV_N3*
2019-nCoV_N3*
2019-nCoV_N2
2019-nCoV_N2
2019-nCoV_N2
RARP_SARSr
RARP_SARSr
RARP_SARSr
RARP_SARSr

E_Sarbeco

E_Sarbeco

E_Sarbeco

N_Sarbeco

Gene

N

N

N
ORF1b (nsp12)
ORF1b (nsp12)
ORF1b (nsp12)
ORF1b (nsp12)

E

Oligo

F

SP2

SP1

Sequéncia (5" - 3')
GACCCCAAAATCAGCGAAAT
ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC
TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG
GGGAGCCTTGAATACACCAAAA
AYCACATTGGCACCCGCAATCCTG
TGTAGCACGATTGCAGCATTG
TTACAAACATTGGCCGCAAA
ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG
GCGCGACATTCCGAAGAA
GTGARATGGTCATGTGTGGCGG
CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC
CCAGGTGGWACRTCATCMGGTGATGC
CARATGTTAAASACACTATTAGCATA

ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT

ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG

ATATTGCAGCAGTACGCACACA

CACATTGGCACCCGCAATC

Posicdo
28287-28306
28309-28332
28335-28358
28681-28702
28704-28727
28732-28752
29164-29183
29188-29210
29213-29230
15431-15452
15470-15494
15469-15494
15505-15530

26269-26294

26332-26357

26360-26381

28706-28724

Alpha

0

Beta

Gamma

Delta

Omicron



Protocolo

Charité/OMS

Charité/OMS

China CDC

China CDC

China CDC

China CDC

China CDC

China CDC

HKU

HKU

HKU

HKU

HKU

HKU

Inst. Pasteur

Inst. Pasteur

Inst. Pasteur

Conjunto
N_Sarbeco
N_Sarbeco

ORF1ab

ORF1lab

ORF1lab

N
N
N

HKU-ORF1b-
nspl4

HKU-ORF1b-
nspl4

HKU-ORF1b-
nspl4

HKU-N

HKU-N

HKU-N
1P2
1P2

1P2

Gene
N
N

ORF1ab
(nsp10/nsp12)

ORF1ab
(nsp10/nsp12)

ORF1ab
(nsp10/nsp12)

N
N
N

ORF1b (nsp14)

ORF1b (nsp14)

ORF1b (nsp14)

N

N

N
ORF1a (nsp9)
ORF1a (nsp9)

ORF1la (nsp9)

Oligo

Sequéncia (5' - 3')
ACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCA
GAGGAACGAGAAGAGGCTTG

CCCTGTGGGTTTTACACTTAA

CCGTCTGCGGTATGTGGAAAGGTTATGG

ACGATTGTGCATCAGCTGA

GGGGAACTTCTCCTGCTAGAAT

TTGCTGCTGCTTGACAGATT

CAGACATTTTGCTCTCAAGCTG

TGGGGYTTTACRGGTAACCT

TAGTTGTGATGCWATCATGACTAG

AACRCGCTTAACAAAGCACTC

TAATCAGACAAGGAACTGATTA

GCAAATTGTGCAATTTGCGG

CGAAGGTGTGACTTCCATG

ATGAGCTTAGTCCTGTTG

AGATGTCTTGTGCTGCCGGTA

CTCCCTTTGTTGTGTTGT

Posicdo
28753-28777
28814-28833

13342-13362

13377-13404

13442-13460

28881-28902
28934-28953
28958-28979

18778-18797

18849-18872

18889-18909

29145-29166
29177-29196
29236-29254
12690-12707
12717-12737

12780-12797

Alpha

Beta

Gamma

Delta

Omicron



Protocolo Conjunto Gene Oligo Sequéncia (5' - 3') Posicdo Alpha Beta Gamma Delta Omicron
Inst. Pasteur 1P4 ORF1b (nsp12) F GGTAACTGGTATGATTTCG 14080-14098 0 0 0 0 0
Inst. Pasteur P4 ORF1b (nsp12) S TCATACAAACCACGCCAGG 14105-14123 1 0 0 1 0

Inst. Pasteur P4 ORF1b (nsp12) R CTGGTCAAGGTTAATATAGG 14167-14186 0 0 0 0 0



Os alvos distribuem-se em trés regioes: seis conjuntos no gene N, cinco em ORF1ab,
sendo um em nsp9Y, um na transicao nsp10/nsp12, dois em nsp12 (RNA-polimerase dependente

de RNA) e um em nsp14, e um no gene E. Os amplicons variam de 67 a 132 pb (Figura 1a).

Diferencas
nas 5 VOCs
s - ——— W -— ——— — —— —_— e e ool o o =

Genoma i i ‘ : | I I B |
ORFlab s ORF3a M ORF7a N
E ORF6 ORF10
ORF7b
ORF8

37

nll_.ll_l-__ W a0 -.-I-_I e

Ensaios [ [ u 1 1
b c d

0 5 kb 10 kb 15 kb 20 kb 25 kb

ORFlab — nsp8 a nspl4 Gene E
nspl0 nsp12 nsp13 nspla ORF3a E

Gene N
ORF8 N

Inst. Pasteur - IP2

H

China CDC - ORFlab
H

Inst, Pasteur - IP4

Alpha 1 Delta 1

Charité/OMS - RARP_SARST

Charité/OMS e Inst. Pasteur - E_Sarbeco
e

Omicron 1

P
€DC - 2019-nCoV_N1
Beta 1 Omicron 1

CDC - 2019-nCoV_N3*

Charité/OMs - N_Sarbeco
=13

China CDC + N

Delta 1 Alpha 4 Beta 1 Gamma 3 Delta 1 Omicron 3
HKU - HKU-ORF1b-nsp14 HKU - HKU-N
H =3

€DC - 2019-nCoV_N2
=i

14.000 16,000 18.000 26.200 26.300 26,900 26,500 28,200 28.300 28,600 28,800 29.000 29.200

W SubstituigGes (janelas de 200 pb)  WEE Posicdes deletadas W Olige integro nas cinco variantes MMM Oligo com mismatch [ Dominio nsp (ORFlab)

Figura 1 — Localizacdo dos ensaios de RT-qPCR no genoma do SARS-CoV-2 e distribuicao
das diferencas gendmicas nas variantes de preocupacao. (a) Genoma completo da referéncia
NC_045512.2 (Wuhan-Hu-1, 29.903 nt), com os genes anotados, as diferencas acumuladas
das cinco variantes (Alpha, Beta, Gamma, Delta e Omicron), tanto substituicdes, agrupadas

em janelas de 200 pb, quanto posicdes deletadas, e a posicdo dos doze conjuntos primer/sonda
analisados. Os retangulos tracejados marcam os dominios nsp12 e nsp14 da ORF1ab, e os
retangulos na faixa dos ensaios indicam as regioes ampliadas em (b), (c) e (d). (b) a (d)

Detalhe das trés regidoes que concentram os alvos diagndsticos. Cada linha corresponde a um

conjunto, com os blocos maiores representando os primers e o bloco menor, a sonda.

Conjuntos em negrito e vermelho apresentam ao menos um mismatch, e os valores abaixo do

nome indicam o numero de posicoes divergentes em cada variante. Os protocolos

Charité/OMS e Institut Pasteur empregam o mesmo conjunto para o gene E, representado em
linha unica. O conjunto 2019-nCoV_N3 (*) integrava a versdo original do painel do CDC e
foi posteriormente retirado do protocolo, sendo mantido na anélise para fins de comparacao.

A distribuicao das diferengas em relagdo a referéncia, calculada em janelas de 200 pb,
mostrou-se heterogénea ao longo do genoma. O maior valor (37 posicdes) situa-se em 11.201—
11.400, em ORF1ab, e resulta quase integralmente de uma delecao de nove nucleotideos em
11.288-11.296, no dominio nsp6, compartilhada por Alpha, Beta, Gamma e Omicron. Apenas
uma substituicdo ocorre nessa janela. Considerando exclusivamente substitui¢des, o valor
maximo desloca-se para a janela 28.801-29.000, no gene N, com 14 substituicoes, que é a

mesma regido ocupada pelo conjunto do China CDC (Figura 1d).



A concentracdo de divergéncias nessa janela ndo é um acidente estatistico. A delecdo de
nove nucleotideos em nsp6, que responde por quase toda a diferenca observada, mostrou-se
discriminante o bastante entre linhagens para ser convertida em alvo diagnostico. Vogels et al.
(2021) adotaram a delecdo ORF1a A3675-3677 como alvo primario de um ensaio multiplex de
deteccdo de variantes de preocupacao, no qual a prépria falha de anelamento da sonda sinaliza a
presenca da delecdo. Convém registrar, porém, que a identidade do evento ndo é a mesma em
todas as linhagens. Zhou et al. (2023) descrevem ASGF, correspondente aos residuos 106 a 108
de nsp6, em Alpha, Beta e Gamma, e mostram que a linhagem BA.1 de Omicron carrega
majoritariamente ALSG, nos residuos 105 a 107, com ASGF voltando a predominar a partir de
BA.2. Como as duas dele¢Ges recobrem extensdes quase coincidentes, as coordenadas aqui
reportadas devem ser lidas como a posi¢dao atribuida pelo alinhamento, e ndao como a

delimitacdo do c6don removido em cada linhagem.
3.2 Mutacoes nos sitios de anelamento

Dos 37 oligonucleotideos avaliados, 30 permaneceram integros nas cinco variantes e 7

apresentaram ao menos um mismatch (Figura 2).
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Figura 2 — Mismatches dos primers e sondas de RT-qPCR nas variantes de preocupagao.
Numero de posicoes divergentes em cada um dos 37 oligonucleotideos, por variante, em
relacdo a referéncia NC_045512.2 (Wuhan-Hu-1). Células em cinza claro, sem nimero,
indicam sitio de anelamento integro. F indica primer senso, R primer antissenso e S sonda. O
conjunto RARP_SARSr possui duas sondas, P1 e P2. O contorno vermelho assinala mismatch
nas cinco bases da extremidade 3’ do primer, regidao critica para a extensao pela polimerase. *
Conjunto que integrava a versao original do painel do CDC e foi posteriormente retirado do
protocolo, mantido na andlise para fins de comparagdo. T Conjunto empregado de forma
idéntica pelos protocolos Charité/OMS e Institut Pasteur, apresentado uma unica vez. I
Mismatch ja presente na propria referéncia, decorrente do desenho pan-Sarbecovirus com
bases degeneradas e, portanto, ndo atribuivel as variantes. O nimero ao lado indica a
quantidade de posicoes.

Em termos de conjuntos, 7 dos 12 ndo exibiram qualquer divergéncia: ORF1ab (China
CDC), IP2 (Institut Pasteur), HKU-ORF1b-nsp14 e HKU-N (HKU), 2019-nCoV_N2 e 2019-
nCoV_N3 (CDC) e N_Sarbeco (Charité/OMS). Foram contabilizados 18 eventos de mismatch,



distribuidos entre Alpha (5), Omicron (5), Gamma (3), Delta (3) e Beta (2). Todos
correspondem a substitui¢des de base, ndo tendo sido observada qualquer delecdo sobre sitio de
anelamento. Os eventos concentram-se em 11 posicoes genomicas distintas: sete no gene N, trés
em ORF1lab e uma no gene E.

A carga é acentuadamente desigual entre os conjuntos. O conjunto N do China CDC
concentra 12 dos 18 eventos, seguido por P4 e 2019-nCoV_N1, com dois cada, e por

RdARP_SARSr e E_Sarbeco, com um cada (Tabela 2).



Tabela 2 — Mismatches identificados nos sitios de anelamento, com localizagdo génica, efeito sobre a proteina codificada e classificacao de
criticidade. Considerou-se de criticidade alta o mismatch situado nas cinco bases da extremidade 3’ de um primer, de criticidade moderada a
delecdo ou o mismatch no terco central da sonda, e de criticidade baixa as demais posi¢des. A coluna "Carga" indica o nimero total de
mismatches daquele oligonucleotideo na mesma variante. ORF1a e ORF1b seguem a numeracao de residuos de cada poliproteina, separadas pelo
deslocamento de fase —1 na posicao 13.468.

Variante Conjunto Oligo Posicao Gene/dominio Troca Efeito Pos. no oligo Dist. 3’ Carga Criticidade
Alpha Inst. Pasteur - IP4 S 14120 ORF1b (nsp12) C-T P218L 16 3 1 Baixa
Delta Inst. Pasteur - [P4 S 14122 ORF1b (nsp12) G- A G219S 18 1 1 Baixa
Delta Charité/OMS - F 15451 ORF1b (nsp12) G- A G662S 21 1 1 Alta

RARP_SARSr
Omicron Charité/OMS - E 26270 E: C-T T9I 2 24 1 Baixa

E_Sarbeco
Beta CDC - 2019-nCoV_N1 F 28300 N G-T Q9H 14 6 1 Baixa
Omicron CDC - 2019-nCoV_N1 S 28311 N C-T P13L 3 21 1 Baixa
Alpha China CDC - N F 28881 N G- A R203K 1 21 3 Baixa
Gamma China CDC - N F 28881 N G- A R203K 1 21 3 Baixa
Delta China CDC - N F 28881 N G-T R203M 1 21 1 Baixa
Omicron China CDC - N F 28881 N G- A R203K 1 21 3 Baixa
Alpha China CDC - N F 28882 N G- A R203K 2 20 3 Baixa
Gamma China CDC - N F 28882 N G- A R203K 2 20 3 Baixa
Omicron China CDC - N F 28882 N G- A R203K 2 20 3 Baixa
Alpha China CDC - N F 28883 N G- C G204R 3 19 3 Baixa
Gamma China CDC - N F 28883 N G- C G204R 3 19 3 Baixa

Omicron China CDC - N F 28883 N G- C G204R 3 19 3 Baixa



Variante Conjunto Oligo Posicao Gene/dominio Troca Efeito Pos. no oligo Dist. 3’ Carga Criticidade
Beta China CDC - N F 28887 N C-T T2051 7 15 1 Baixa

Alpha China CDC - N R 28977 N C-T S235F 3 19 1 Baixa



Esse padrdao mostra que a conservacao global do genoma do SARS-CoV-2 ndo garante a
conservacao dos sitios efetivamente usados no diagndstico molecular. Ainda que a maioria dos
oligonucleotideos tenha permanecido integra, a distribuicao acentuadamente desigual dos
eventos indica que a vulnerabilidade de um ensaio depende menos da taxa média de substituicao
do virus e mais da posicao especifica escolhida para o anelamento. Observacao convergente foi
relatada por Vogels et al. (2020), que, ao compararem a sensibilidade analitica de quatro
protocolos amplamente utilizados, atribuiram o desempenho inferior do conjunto
RARP_SARSr a um mismatch no primer antissenso, e ndo a diferencas de eficiéncia intrinseca
entre os ensaios, uma vez que todos apresentaram eficiéncia de amplificacdo préxima ou
superior a 90%.

A concentracdo de divergéncias no conjunto N do China CDC explica-se pela sua
geometria: o limite 5’ do amplicon coincide exatamente com o agrupamento 28.881-28.883,
origem das substituicbes R203K e G204R. Esse mesmo agrupamento ja foi associado
experimentalmente a falhas de deteccao do gene N. Bozidis et al. (2022) descreveram atraso ou
auséncia de amplificacdo do alvo N em trés sistemas comerciais distintos, com diferencas
médias de pelo menos 14 ciclos em relacdao aos demais alvos, em isolados que carregavam
R203K, G204R, A208G e M234I1. Zimmermann et al. (2021), ao investigarem o deslocamento
de Ct observado com ensaio comercial em amostras da linhagem B.1.1.7, identificaram
mismatch de trés nucleotideos no primer senso do alvo N. A convergéncia entre esses relatos
experimentais e o presente achado in silico reforca que a regido 28.881-28.883 constitui ponto
critico para ensaios dirigidos ao gene N, ainda que os conjuntos envolvidos nao sejam os
mesmos.

A vulnerabilidade do gene N ndo se restringe a esse agrupamento. Wollschlager et al.
(2021) recorreram a experimentos de genética reversa com plasmideos contendo a sequéncia
codificante de N com e sem a mutacdo D3L e obtiveram deslocamento de Ct de 7,1 a 10,1 ciclos
atribuivel a essa unica alteragdo, proxima a extremidade 5 do gene. Nas amostras clinicas da
linhagem B.1.1.7, o deslocamento foi de 6 a 10 ciclos e o alvo N deixou de ser detectado
naquelas com Ct acima de 29. O primer senso do conjunto 2019-nCoV_N1, posicionado em
28.287-28.306, situa-se imediatamente a jusante dessa regido e apresentou mismatch na
variante Beta, o que indica que também esse trecho do gene N acumula variagdo relevante para
o diagnostico.

Cabe notar que nenhum dos 18 eventos corresponde a delecdo, o que é favoravel. A

delecdo sobre um sitio de anelamento produz a forma mais severa de falha, a auséncia completa



de sinal do alvo, e ndo a simples elevacdo do Ct. O exemplo candnico é a delecao A69-70 do
gene S, que suprime a deteccdo do alvo correspondente no ensaio TaqPath e deu origem ao
fendomeno conhecido como falha do alvo S. McMillen et al. (2022) verificaram que essa falha
identifica a variante Alpha com sensibilidade de 100% e especificidade de 99,6%, o que ilustra
tanto a magnitude do efeito quanto a possibilidade de explora-lo como assinatura. A auséncia de
delecOes sobre os doze conjuntos avaliados significa que o modo de falha mais grave nao se
materializou em nenhum deles, embora delecOes estejam presentes no genoma analisado, como

mostra a propria janela de nsp6.
3.3 Localizacao génica e efeito sobre a proteina codificada

A traducdo do cédon correspondente em cada variante, efetuada sobre a sequéncia
alinhada de modo a tratar corretamente mutacoes adjacentes, indicou que os 18 eventos sdo nao
sindnimos. Correspondem a 11 alteracdes de aminoacido distintas, sendo sete no gene N
(R203K, G204R, R203M, T205I, S235F, P13L e Q9H), trés em ORF1b (P218L, G219S e
G662S) e uma no gene E (T9I), conforme a Tabela 2. O quadro de leitura empregado foi
validado contra posi¢oes de efeito conhecido na literatura, a saber 14.408 (ORF1b:P314),
23.403 (S:D614), 28.881 (N:R203), 26.270 (E:T9) e 3.037 (ORF1a:F924), todas reproduzidas
corretamente.

O carater integralmente ndo sindnimo dos eventos merece registro. Em genomas de
RNA, parte expressiva das substituicoes fixadas é silenciosa, de modo que a concentragdo de
trocas com efeito sobre a proteina em um nimero reduzido de posi¢des sugere que esses sitios
ndo sdao neutros. O agrupamento 28.881-28.883 é o caso mais bem documentado. Wu et al.
(2021), trabalhando com virus auténtico, demonstraram que as substituicoes R203K e G204R
aumentam a replicacdo, a infectividade e a viruléncia do SARS-CoV-2, e identificaram
assinatura de selecdo positiva nessas posi¢oes. A implicacdo para o diagnoéstico é desfavoravel,
porque sitios que conferem vantagem replicativa tendem a fixar-se e a reaparecer em linhagens
independentes. Um oligonucleotideo desenhado sobre eles acumula o risco de perder
desempenho repetidas vezes, e ndo apenas uma.

A classificacdo de criticidade, fundamentada na posicio do mismatch no
oligonucleotideo, identificou um evento de criticidade alta e 17 de criticidade baixa. O evento
de alta criticidade é a substituicio G — A na posicao 15.451 (ORF1b:G662S, variante Delta),
situada a uma base da extremidade 3’ do primer senso do conjunto RARP_SARSt.

Esse critério, contudo, é aplicado evento a evento e ndo capta o efeito cumulativo: nove

dos 18 eventos ocorrem em oligonucleotideos que acumulam mais de um mismatch na mesma



variante, condicao que reduz a estabilidade do hibrido independentemente da distancia a
extremidade 3'.

A distincdo entre numero e posicao das divergéncias € central para a interpretacao desses
achados. Lefever et al. (2013), avaliando sistematicamente o efeito de mismatches em sitios de
anelamento, demonstraram que o impacto sobre o ciclo de quantificacdo é determinado
principalmente pelo nimero de nucleotideos divergentes e pela distancia a extremidade 3' do
primer, e que mismatches isolados situados a mais de cinco pares de base dessa extremidade
exercem efeito moderado e podem ser tolerados. Os mesmos autores verificaram que o bloqueio
completo da reacdo exige pelo menos quatro divergéncias em um tinico primer, ou trés em um
primer e duas no outro. Aplicado aos presentes dados, esse critério sustenta interpretacao
consistente. As trés divergéncias do primer senso do China CDC, situadas a 19 a 21
nucleotideos da extremidade 3', encontram-se em faixa intermediaria, compativel com elevagao
do valor de Ct e perda de sensibilidade analitica, mas ndo com falha completa de amplificacao.
E esse o comportamento descrito por Bozidis et al. (2022) e por Wollschléger et al. (2021), nos
quais predominou a elevacao do Ct e a auséncia completa de sinal ficou restrita as amostras de
menor carga viral.

Além do nimero e da posicdo, o tipo de par desemparelhado modula o efeito.
Stadhouders et al. (2010), ao quantificarem o impacto de mismatches na regiao 3' de primers em
ensaios de nuclease 5', observaram variacao de menos de 1,5 a mais de 7,0 ciclos conforme o par
formado, com impacto reduzido para combinagées como A-C, C-A, T-G e G-T e impacto
severo para A-A, G'A, A-G e C-C. Essa gradacdo ajuda a explicar por que divergéncias
numericamente equivalentes podem produzir consequéncias distintas e refor¢ca que a simples
contagem de mismatches é insuficiente para prever o desempenho de um ensaio.

O tnico evento de criticidade alta aqui identificado insere-se nesse mesmo quadro
interpretativo. Cao et al. (2022) demonstraram que mutagdes situadas nas sequéncias
correspondentes as sondas e a extremidade 3’ dos primers exercem impacto significativo sobre
a eficiéncia de deteccdo por qPCR. No caso do mutante G28916T do gene N, o limite de
deteccdo de dois conjuntos comerciais passou de 1 para 10 cépias por microlitro, o que confere
plausibilidade a classificagdo atribuida a substituicdio na posicao 15.451 do conjunto

RARP_SARST na variante Delta.
3.4 Distribuicao dos mismatches ao longo dos oligonucleotideos

O detalhamento base a base dos sete oligonucleotideos afetados esta apresentado na

Figura 3.



(a) Inst. Pasteur - IP4 — sonda RdRp - 14105-14123 (b) Charité/OMS - RARP_SARSr — primer senso s RARP * 15431-15452

Oligo 5°3" T CATACAAA AR CCA ATCSGT CTCAGSGE Oligo 5°+3" G TG6ARATGGT CATGTGTGGCGG
Referéncia Referéncia
Alpha P218L Alpha
Beta Beta
Gamna Ganma
Delta B G219 Delta [ A ] G662
omicron omicron
4 9 1 19 4 9 14 19

(c) Charité/OMS e Inst. Pasteur - E_Sarbeco — primer senso S £:26269-26294  (d) CDC - 2019-nCoV_N1 — primer senso = N - 28287-28306
Oligo 5'+3" ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGECGT Oligo 5'+3" G ACCCCAAAATT CAGT CGAAAT
Referéncia Referéncia
Alpha Alpha
Beta Beta QoH
Ganma Ganma
Delta Delta
omicron 7] Tol omicron

4 9 14 19 2 4 9 14 19
(e) CDC - 2019-nCoV_N1 — sonda N - 28309-28332 (f) China CDC - N — primer senso o N - 28881-28902
Oligo 57+3" ACCCCGCATTACGTTTGGTGGATCHEC Oligo 5°-3" 6 666GAACTT CTCCTGE CTAGAA AT
Referéncia Referéncia
Alpha Alpha “ R203K, G204R
Beta Beta T2051
Gamma Gamma (A A c] R203K, G204R
Delta Delta H R203M
omicron P13L omicron (A A c] R203K, G204R

4 9 14 19 2 4 9 14 19

(g) China CDC - N — primer antissenso

z

28958-28979
extremidade 3

Oligo 5'+3° CAGACATTTTGCTO CTCAAGT CTGE
Referéncia

Alpha “ 5235F
Beta

Gamma

Delta
Omicron
4 9 14 19
A mC G mT Mismatch presente na prépria referéncia Base degenerada (IUPAC) no oligo Cinco bases da extremidade 3"

Figura 3 — Sitios de anelamento dos oligonucleotideos afetados por mutagoes nas variantes de preocupacgao. Dos 37 oligonucleotideos avaliados,
sdo apresentados os sete que exibem ao menos um mismatch, identificados pelo protocolo, conjunto e tipo de oligo, com o gene e as coordenadas
na referéncia NC_045512.2 indicados no canto superior direito de cada painel. A primeira linha traz a sequéncia do oligonucleotideo no sentido
5'- 3', e a linha “Referéncia” assinala as divergéncias ja presentes na prépria referéncia. Pontos indicam base idéntica a do oligonucleotideo e
bases coloridas assinalam as posi¢Ges divergentes, com a alteracdo de aminoacido correspondente a direita. A base destacada em lilas no painel
(b) corresponde a uma posicao degenerada (c6digo IUPAC) do oligo. A faixa rosa destaca as cinco bases da extremidade 3’ dos primers. A
numeracao abaixo das sequéncias refere-se a posicao dentro do oligonucleotideo, no sentido 5' - 3'.



O primer senso do conjunto N do China CDC é o mais comprometido. Em Alpha,
Gamma e Omicron as posicoes 1 a 3 divergem simultaneamente, correspondendo ao bloco
GGG - AAC em 28.881-28.883 e as substituicoes R203K e G204R. Em Delta diverge
isoladamente a posicao 1 (R203M) e, em Beta, a posicao 7 (T205I). O primer antissenso do
mesmo conjunto apresenta mismatch adicional em Alpha, na posicao 3 (S235F).

Os demais oligonucleotideos afetados apresentam um unico mismatch por variante: a
sonda do IP4 nas posicoes 16 (Alpha) e 18 (Delta), o primer senso do RARP_SARSr na posicao
21 (Delta), o primer senso do E_Sarbeco na posicao 2 (Omicron), o primer senso do 2019-
nCoV_N1 na posicdo 14 (Beta) e a sonda do mesmo conjunto na posi¢do 3 (Omicron).

Dois desses achados encontram confirmacgdo experimental direta na literatura. Liu et al.
(2024) avaliaram, por RT-qPCR e por PCR digital em goticulas, o efeito de cinco variantes de
nucleotideo unico situadas nas regides de anelamento dos conjuntos 2019-nCoV_N1 do CDC e
E_Sarbeco do protocolo Charité. Entre elas estdo C28311T, na sonda do 2019-nCoV_N1, e
C26270T, no primer senso do E_Sarbeco, que sdo precisamente as duas posicOes aqui
identificadas como divergentes na variante Omicron, correspondentes a P13L e T9I. Os autores
verificaram que a presenca de uma ou duas dessas substitui¢coes no primer ou na sonda afetou a
sensibilidade de ambas as plataformas em extensdes variaveis e recomendaram a atualizacdo
periddica dos conjuntos. Essa correspondéncia entre a predicdo computacional e a medida
experimental confere sustentacdo externa ao método aqui empregado.

O conjunto E_Sarbeco merece registro a parte por ja haver sido objeto de falha
documentada. Artesi et al. (2020) descreveram a auséncia de amplificacdo do alvo E do ensaio
comercial cobas SARS-CoV-2 em oito pacientes portadores de uma transi¢ao C — U na posicao
26.340, mutacdo que surgiu de forma independente ao menos quatro vezes segundo os genomas
entdo depositados. A agéncia regulatoria norte-americana mantém, desde entdo, lista publica de
ensaios cujo desempenho pode ser afetado por mutagdes virais, recomendando o
acompanhamento continuo dessa interacdo (FDA, 2023). A divergéncia aqui observada nesse
mesmo conjunto reforca a necessidade de vigilancia sobre alvos ja reconhecidamente
suscetiveis.

O conjunto IP4 também possui histérico préprio. Gdoura et al. (2022), ao compararem
quatro protocolos aprovados pela Organizacdo Mundial da Satide em amostras clinicas,
registraram auséncia de sinal do alvo IP4 em trinta casos nos quais os demais alvos
amplificaram com valores baixos de Ct, e relataram que o centro nacional de referéncia francés
havia comunicado, em marc¢o de 2021, perda de sensibilidade desse alvo associada a mutacao

C14050T da variante Alpha. Essa posicdo situa-se a montante do amplicon aqui analisado, que



se estende de 14.080 a 14.186, e ndo corresponde, portanto, aos eventos identificados neste
trabalho, ambos sobre a sonda, nas posicoes 14.120 em Alpha e 14.122 em Delta. Os dois
conjuntos de achados convergem, contudo, no essencial, pois indicam que a regidao de nsp12
interrogada pelo P4 acumulou variacdo relevante ja nas primeiras variantes de preocupacao.
Em levantamento in silico conduzido sobre 177 genomas brasileiros depositados até meados de
2020, o IP4 figurava entre os conjuntos sem qualquer mismatch (Santos et al., 2020), o que
delimita no tempo o surgimento dessa vulnerabilidade.

Dois oligonucleotideos do conjunto RARP_SARST, a sonda pan-Sarbecovirus P1 e o
primer antissenso R1, apresentam divergéncias em relacdo a propria sequéncia de referéncia,
em duas e uma posicdo, respectivamente. Tais divergéncias decorrem do desenho original,
concebido com bases degeneradas para detectar igualmente o SARS-CoV (Corman et al.,
2020), e ndo constituem efeito das variantes analisadas. Zimmermann et al. (2021)
quantificaram o custo analitico dessa escolha, demonstrando que a remoc¢ao das ambiguidades
do conjunto RARP do protocolo Charité reduz em aproximadamente trés ciclos o valor de Ct
obtido. Trata-se, portanto, de limitacdo inerente ao ensaio, que se soma ao efeito das mutacoes

das variantes sem com ele se confundir.
3.5 Posicdao do mismatch e consequéncia prevista para a amplificacao

Os achados configuram dois modos distintos de comprometimento (Figura 4).



(a) Conjunto N do China CDC — posicao dos mismatches no amplicon

sonda

primer senso
}ql—_ }—{
54 - ! !
| m—
Amplicon 99 pb - gene N - 28881-28979 primer antissenso
28.880 28.900 28.920 28.940 28.960 28.980

(b) Carga de mismatches na regido 5

China CDC - N - primer senso | Omicron
4 9 14 19
Molde 375" TTGCTTGAAGAGGACGATC CTTA

X X X

Primer 5’3 chACTTCTcCTGCTAGAAT—}

* posicdo 1 (21 nt da extremidade 3') - G-A - R203K
* posicao 2 (20 nt da extremidade 3’) - G-A - R203K

* posicdo 3 (19 nt da extremidade 3) - G-C - G204R

extenséo

Extremidade 3’ pareada: a extensao prossegue, mas a estabilidade do hibrido cai

B Oligo sem mismatch B Posigao divergente

Cinco bases da extremidade 3’

(c) Mismatch na extremidade 3’
Charité/OMS - RARP_SARSr - primer senso | Delta

4 9 14 19

Molde 37-5° CACTTTACCAGTACACACCGTC

x

Primer 5'-3° GTGARATGGTCATGTGTGGCHGX

extensao

* posigdo 21 (1 nt da extremidade 3’) - G=A - G662S

Base 3'-terminal adjacente desemparelhada: a extensao pela polimerase é comprometida

1 DNA polimerase

Figura 4 — Posicao do mismatch no hibrido primer-molde e consequéncia prevista para a amplificacdo. (a) Organizagdo do conjunto N do China
CDC sobre o amplicon de 99 pb (posicoes 28.881 a 28.979 da referéncia NC_045512.2). Os primers, em vermelho, apresentam mismatch e a
sonda, em cinza, permanece integra. Tracos brancos marcam as posi¢oes divergentes em pelo menos uma variante. (b, c) Hibrido entre o primer
senso e a fita-molde nos dois modos distintos de falha. Em (b), primer senso do China CDC - N na variante Omicron, os trés mismatches
concentram-se na regido 5' e a extremidade 3' permanece pareada, de modo que a extensao prossegue, embora com menor estabilidade do
hibrido. Em (c), primer senso do Charit¢/OMS - RARP_SARST na variante Delta, o mismatch ocupa a penultima base, adjacente ao nucleotideo
3'-terminal, o que compromete o inicio da extensao pela polimerase. Tracos verticais representam pareamento Watson-Crick e o simbolo X
assinala as posicoes desemparelhadas. A faixa rosa destaca as cinco bases da extremidade 3', e a seta indica a extensao pela DNA polimerase
(pol), prevista em (b) e comprometida em (c).



No conjunto N do China CDC, os mismatches localizam-se a 19 a 21 nucleotideos da
extremidade 3' do primer senso. O terminal 3' permanece pareado e a extensao pela polimerase
ndo é diretamente impedida, sendo esperada perda de estabilidade do hibrido. No conjunto
RdARP_SARST, ao contrério, o Ginico mismatch situa-se a uma base da extremidade 3, regido em
que o pareamento correto constitui requisito para o inicio da extensao.

A coexisténcia desses dois modos de comprometimento tem consequéncia pratica
direta: ensaios diagnosticos para SARS-CoV-2 devem contemplar multiplos alvos genomicos
independentes. No relato de Artesi et al. (2020), os pacientes acometidos pela falha do alvo E
ainda assim foram corretamente identificados porque o ensaio interrogava duas regides distintas
do genoma, e os autores argumentaram explicitamente que dois alvos devem ser empregados
para evitar resultados falso-negativos. Tombuloglu et al. (2022) aplicaram esse principio ao
desenvolverem ensaio multiplex dirigido simultaneamente aos genes N e RdRp, com controle
interno humano. O presente levantamento oferece subsidio adicional a essa estratégia ao
demonstrar que, entre os doze conjuntos avaliados, sete permaneceram integros em todas as
variantes, de modo que a redundancia entre alvos tende a converter a vulnerabilidade localizada
de um ensaio em perda parcial de sensibilidade, e ndo em falha diagndstica.

A mesma logica aplica-se a vigilancia. Vogels et al. (2021) converteram a variacdo nos
sitios de anelamento em ferramenta epidemioldgica ao desenvolverem ensaio multiplex que
detecta variantes de preocupacao a partir de diferencas de amplificacdo, diferenciando B.1.1.7
do par formado por B.1.351 e P.1. Peterson et al. (2021) empregaram principio analogo em
aguas residuarias, detectando mutac¢des-assinatura de Alpha, Beta e Gamma em 261 amostras
provenientes de cinco cidades canadenses. O mesmo fendmeno que compromete um ensaio
diagnostico pode ser explorado como sinal de triagem populacional, desde que a relacao entre

mutacdo e desempenho do ensaio seja previamente caracterizada.
3.6 Conjuntos primer/sonda redesenhados

A comparacdo das seis sequéncias identificou 28.825 posicdes idénticas em todas elas
(96,4% do genoma), descontadas as regides ndo sequenciadas e as bases ambiguas.
Restringindo o desenho a essas regides, foram propostos novos conjuntos para 0s cinco ensaios

afetados (Tabela 3).



Tabela 3 — Conjuntos de primers e sondas propostos para os ensaios afetados, com parametros termodinamicos. Tm calculada pelo modelo de
vizinho mais proximo para 50 mM de cation monovalente, 3 mM de Mg?*, 0,8 mM de dNTP e 250 nM de oligonucleotideo. Grampo e
autodimero expressos como Tm da estrutura secundaria prevista.

Conjunto proposto
[P4-v2
1P4-v2
[P4-v2

RARP_SARSr-v2

RARP_SARSr-v2

RARP_SARSr-v2

E_Sarbeco-v2

E_Sarbeco-v2

E_Sarbeco-v2

2019-nCoV_N1-v2
2019-nCoV_N1-v2
2019-nCoV_N1-v2
N-v2
N-v2

N-v2

Substitui
Inst. Pasteur - IP4
Inst. Pasteur - IP4
Inst. Pasteur - IP4

Charité/OMS -
RARP_SARSr

Charité/OMS -
RARP_SARSr

Charité/OMS -
RARP_SARSr

Charité/OMS -
E_Sarbeco

Charité/OMS -
E_Sarbeco

Charité/OMS -
E_Sarbeco

CDC - 2019-nCoV_N1
CDC - 2019-nCoV_N1
CDC - 2019-nCoV_N1
China CDC - N
China CDC - N

China CDC - N

Oligo

F

Sequéncia (5’ - 3')
GAAAACCCAGATATATTACGCG
ACGCCAACTTAGGTGAACGTGTACGCCAAGCT
CAACAATACCAGCATTTCGC

ACTCAAATGAATCTTAAGTATGCC

GTGCAAAGAATAGAGCTCGCACCGTAGCTGGT

TAGTGGCGGCTATTGATTTC

TGCTTTCGTGGTATTCTTGC

ACTGCGCTTCGATTGTGTGCGTACTGCTGCA

AGAAGGTTTTACAAGACTCACG

AGATTCAACTGGCAGTAACC
GGGCGCGATCAAAACAACGTCGGCCCCAAGG
CTTGCCATGTTGAGTGAGAG
TCTCGTTCCTCATCACGTAG
TGGCTGGCAATGGCGGTGATGCTGCTCTTGC

TCAAGCTGGTTCAATCTGTC

nt

22

32

20

24

32

20

20

31

22

20

20

20

31

20

Posicdo
13939-13960
13964-13995
14028-14047

15058-15081

15086-15117

15168-15187

26307-26326

26347-26377

26388-26409

28336-28355
28374-28404
28437-28456
28823-28842
28902-28932

28946-28965

Tm (°C)
58.8
66.6
59.8

58.9

65.2

59.5

60.6

67.5

60.1

59.3
69.9
60.3
60.4
69.6

59.6

GC (%)
409
53.1
45.0

33.3

53.1

45.0

45.0

54.8

40.9

45.0
64.5
50.0
50.0
61.3

45.0

Grampo (°C)
0.0
37.4
429

0.0

43.8

0.0

0.0

44.2

0.0

0.0
44.0
0.0
38.5
45.8

0.0

Autodimero (°C)
10.0
9.9
0.0

6.9

16.5

16.8

0.0

7.7

0.0

28.2
18.4
0.0

0.0

0.0



Os 15 oligonucleotideos propostos apresentam pareamento perfeito nas seis sequéncias
analisadas e nenhuma ocorréncia secundaria no préprio genoma de referéncia, admitindo-se até
trés mismatches. Os amplicons variam de 103 a 143 pb. Os primers apresentam Tm entre 58,8 e
60,6 °C e as sondas entre 65,2 e 69,9 °C, de modo que cada sonda supera em 5,7 a 10,6 °C os
primers do respectivo conjunto, faixa préoxima a diferenca de 5 a 10 °C recomendada para
ensaios com sonda de hidrolise (Bio-Rad, 2006). As Tm das estruturas secundarias previstas
mantiveram-se abaixo da temperatura de anelamento, com valores maximos de 45,8 °C para
grampo, 28,2 °C para autodimero e 21,7 °C para dimero entre primers. As sondas resultaram
longas, com 31 a 32 nucleotideos, consequéncia do baixo conteuido de guanina e citosina das
regioes conservadas disponiveis, evidente nos primers senso dos alvos situados em ORF1b,
com 33,3% e 40,9%.

O conjunto proposto para o gene N posiciona o primer senso em 28.823-28.842 e a
sonda em 28.902-28.932, de maneira que o agrupamento 28.881-28.887, origem das
substituicdes R203K, G204R, R203M e T205I, permanece no interior do amplicon, sem
sobreposicao a qualquer oligonucleotideo. A regido continua a ser amplificada, mas deixa de
interferir no anelamento. Essa configuracao preserva o alvo génico consagrado sem herdar a sua
vulnerabilidade.

A exigéncia de sondas longas ndo vem do procedimento de desenho, mas da composicao
das regioes conservadas disponiveis. Radvanszka et al. (2022) enfrentaram limitacdo analoga
ao redesenharem os alvos RdRp e E do protocolo Charité e a contornaram mediante
incorporacdo de nucleotideos de acido nucleico travado (LNA) e tecnologia de sonda dupla,
obtendo ganho de sensibilidade e especificidade. Estratégia equivalente, ou o emprego de
sondas com ligante de sulco menor, permitiria reduzir o comprimento dos oligonucleotideos
aqui propostos preservando suas propriedades térmicas.

Convém lembrar que o desempenho de um ensaio de RT-qPCR ndo depende apenas da
complementaridade dos oligonucleotideos. Silva et al. (2023), ao avaliarem o efeito da variante
Omicron sobre a extracdo de RNA e a deteccao do SARS-CoV-2 em laboratério brasileiro,
atribuiram a falha do gene controle ao aumento da viscosidade das amostras associado ao
tropismo dessa variante pelas vias aéreas superiores, falha corrigida por modificacdo na etapa de
extracdo. Fatores pré-analiticos, portanto, interagem com as caracteristicas biologicas do virus
na determinacdo do resultado final. A otimizacdo dos sitios de anelamento, objeto deste

trabalho, é condicdo necessaria, mas ndo suficiente, para a confiabilidade diagnéstica.



3.7 Especificidade frente a outros coronavirus humanos

Os quinze oligonucleotideos propostos foram confrontados com os genomas de
referéncia do SARS-CoV, do MERS-CoV e dos quatro coronavirus sazonais 229E, OC43,
NL63 e HKU1. A varredura foi previamente validada contra o genoma de referéncia do SARS-
CoV-2, no qual os quinze apresentaram pareamento integral, o que confirma a adequagao do

procedimento. Os resultados por oligonucleotideo constam da Tabela 4.

Tabela 4 — Menor nimero de divergéncias entre cada oligonucleotideo proposto e os
genomas de referéncia de outros coronavirus humanos. SARS-CoV (NC_004718.3), MERS-
CoV (NC_019843.3), HCoV-229E (NC_002645.1), HCoV-0OC43 (NC_006213.1), HCoV-
NL63 (NC_005831.2) e HCoV-HKU1 (NC_006577.2). Os valores correspondem ao menor
nimero de posi¢Oes divergentes encontrado nas duas fitas de cada genoma. F indica primer
senso, R primer antissenso e S sonda. Contra o genoma de referéncia do SARS-CoV-2
(NC_045512.2) todos os oligonucleotideos apresentam zero divergéncias.

Conjunto proposto Oligo SARS-CoV MERS-CoV 229E 0C43 NL63 HKU1
IP4-v2 F 5 8 8 7 6 7
S 5 8 14 14 14 14
R 5 5 5 6 4 6
RARP_SARSr-v2 F 0 3 S| 4 4 4
S 0 5 13 4 12 3
R 1 6 5 6 7 6
E_Sarbeco-v2 F 0 6 5 5 5 7
S 0 12 12 12 13 13
R 5 7 6 6 7 6
2019-nCoV_N1-v2 F 2 6 6 7 6 6
S 7 13 13 13 14 14
R 1 6 6 6 5 7
N-v2 F 1 6 5 6 6 5
S 9 11 12 10 12 11
R 0 6 6 6 6 6

Nos coronavirus sazonais e no MERS-CoV, o menor nimero de divergéncias observado
em qualquer oligonucleotideo foi trés, e a maior parte dos valores situou-se entre cinco e
quatorze. Duas combinagOes de primers chegaram a formar geometria compativel com
amplicon, o IP4-v2 no MERS-CoV e o RARP_SARSr-v2 no 229E, porém com cinco a oito
divergéncias por primer, de modo que ndo é esperada amplificacdo em nenhum dos dois casos.

O SARS-CoV comportou-se de maneira distinta. O conjunto RdRP_SARSr-v2
apresentou pareamento integral do primer senso e da sonda, uma unica divergéncia no primer
antissenso e amplicon de 130 pb. O conjunto E_Sarbeco-v2 apresentou primer senso e sonda
integros, amplicon de 103 pb e cinco divergéncias no primer antissenso, todas situadas fora das

cinco bases da extremidade 3'. Os conjuntos 2019-nCoV_N1-v2 e N-v2 formaram amplicons de



121 e 143 pb, mas com sete e nove divergéncias nas respectivas sondas. O [P4-v2 ndo formou
amplicon.

A reatividade cruzada dos conjuntos RARP_SARSr-v2 e E_Sarbeco-v2 com o SARS-
CoV ndo constitui falha do redesenho, e sim consequéncia da escolha das regides-alvo. Os
conjuntos originais da Charité foram concebidos como pan-Sarbecovirus, com bases
degeneradas destinadas a detectar igualmente o SARS-CoV (Corman et al., 2020), e as regioes
conservadas entre as variantes de preocupacao do SARS-CoV-2 sdo, em boa medida, as
mesmas conservadas naquela espécie. Como o SARS-CoV ndo circula desde 2004, a
consequéncia pratica para o diagnostico é desprezivel, mas o comportamento precisa ser
declarado, porque dois dos cinco conjuntos propostos ndo discriminam entre as duas espécies.
Os conjuntos dirigidos ao gene N comportaram-se de modo oposto e mostraram-se especificos
para o SARS-CoV-2, uma vez que a auséncia de hibridacdo da sonda impede a geracao de sinal
ainda que o amplicon se forme.

Esse resultado tem uma leitura metodoldgica que extrapola os conjuntos aqui propostos.
Restringir o desenho as posicoes conservadas entre variantes de uma espécie tende a selecionar
justamente as regides sob maior restricao funcional, que sdo também as mais conservadas entre
espécies proximas. Ganha-se robustez frente a evolucao intraespecifica e perde-se, na mesma
medida, poder de discriminacdo entre espécies do mesmo subgénero. Quando a especificidade
de espécie for requisito, o critério de conservacao precisa ser combinado a um critério explicito

de exclusdo, o que o presente desenho ndo incorporou.
3.8 Limitacoes do estudo

A andlise baseou-se em um genoma representativo por variante, o que permite
identificar sitios candidatos a comprometimento, mas ndo autoriza qualquer estimativa de
prevaléncia das alteragdes observadas nas populagdes virais circulantes. A confirmacdo dessa
dimensdo exigiria amostragem ampliada. A abordagem é inteiramente computacional e,
portanto, prevé o comportamento esperado do hibrido primer-molde sem medi-lo: os efeitos
aqui discutidos sobre eficiéncia de amplificacdo e valores de Ct derivam da literatura
experimental citada, e ndo de ensaios conduzidos neste trabalho. A verificacio de
especificidade restringiu-se aos seis coronavirus humanos de referéncia, ndo tendo sido
conduzida busca contra bases completas de sequéncias nucleotidicas, que abrangeria também o
transcriptoma humano e outros agentes respiratorios. Por fim, a validacao laboratorial dos

oligonucleotideos propostos, com determinacdo de eficiéncia de amplificacdo, limite de



deteccdo e especificidade analitica, constitui requisito indispensavel antes de qualquer
aplicacdo diagnostica.

No conjunto, os achados sustentam que o monitoramento das regides-alvo deve integrar-
se a vigilancia gendmica de rotina, e ndo ser conduzido apenas em resposta a falhas ja
observadas. A analise comparativa entre sequéncias de variantes emergentes e 0s conjuntos
primer/sonda em uso permite antecipar perdas de desempenho e orientar a revisao dos
protocolos antes que o comprometimento se manifeste na pratica laboratorial. Essa necessidade
foi apontada de modo explicito por Liu et al. (2024) e por Cao et al. (2022), e o presente estudo

mostra que atendé-la é exequivel com ferramentas computacionais de acesso livre.

4 CONCLUSAO

A andlise in silico de 37 oligonucleotideos provenientes de cinco protocolos de RT-
gPCR demonstrou que a elevada conservacao global do genoma do SARS-CoV-2 ndo assegura
a integridade dos sitios efetivamente utilizados no diagnéstico molecular. Trinta
oligonucleotideos permaneceram integros nas cinco variantes de preocupacdo avaliadas,
enquanto os 18 eventos de mismatch identificados concentraram-se em sete oligonucleotideos
e, de forma acentuada, em um tnico conjunto.

Os achados evidenciam que a avaliagdo de um ensaio frente a variantes emergentes
exige considerar, além do nimero de divergéncias, a posicdo que ocupam no oligonucleotideo.
O conjunto N do China CDC acumulou trés divergéncias na regido 5' do primer senso, condigao
associada, na literatura experimental, a perda de estabilidade do hibrido e elevacao do valor de
Ct. O conjunto RARP_SARST apresentou divergéncia unica, porém situada a uma base da
extremidade 3', posicdo em que o pareamento € requisito para o inicio da extensao. Dois modos
distintos de comprometimento, portanto, que a simples contagem de mismatches nao distingue.

Os conjuntos redesenhados, restritos as regides conservadas nas seis sequéncias
analisadas, apresentaram complementaridade integral e parametros termodinamicos adequados,
com destaque para a reformulacao do alvo N, que deslocou o agrupamento mutacional para o
interior do amplicon. A avaliagdo computacional de especificidade ndo indicou reatividade
esperada com 0o MERS-CoV nem com 0s coronavirus sazonais, embora os conjuntos dirigidos a
ORF1b e ao gene E preservem o reconhecimento do SARS-CoV. Tais propostas constituem
resultado in silico e requerem validacao laboratorial antes de qualquer emprego diagnostico.

Conclui-se que o monitoramento das regides-alvo de ensaios moleculares deve integrar

a vigilancia gendmica de rotina. A abordagem computacional aqui empregada mostrou-se capaz



de identificar sitios vulneraveis e orientar a revisdo de protocolos de forma antecipada,

contribuindo para a manutenc¢do da acuracia diagnostica diante da evolugao viral.
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