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Pontuacédo de cada Questéo Discursiva conforme Anexo Il do Edital n° 3, de acordo com a
Unidade detentora da vaga.

Espera-se que o candidato, no desenvolvimento do tema, tenha feito considera¢des técnicas
adequadas sobre 0s seguintes pontos:

Questao 01
Pontos fundamentais

e Como funcionam as diferentes metodologias (PCR em tempo real, sequenciamento de Sanger,
sequenciamento NGS de reads curtas e longas).

e Relacdo entre custo, tempo de processamento e geracdo de resultados de cada método e sua

adequacdao para laboratorios de andlises clinicas e de pesquisa fundamental.

rtPCR basico versus alelo-especifico (ou multiplex) para diferentes variantes.

Vantagem do NGS de reads curtas para estudo de variacdes intra-hospedeiro.

Vantagem do NGS de reads longas para determinacao de fase de variacdes nucleotidicas virais.

Vantagem dos métodos de acordo com o nimero de amostras analisadas e tempo de geracao dos

resultados.

A PCR em tempo real (rtPCR) é sem dlvida a metodologia diagnéstica mais custo-efetiva. A
rtPCR simples detecta somente a presenca do virus em amostras de swabs naso-orofaringeos e de
outros fluidos e secrecdes pela detecgdo de alvos especificos (um ou dois genes diferentes do virus).
Com o surgimento e estabelecimento de outros variantes virais, PCRs alelo-especificos permitiram a
identificacdo de variantes especificos, posicionando-se o0s primers em variagdes nucleotidicas tipicas
de cada variante, de forma multiplexada (ou seja, tendo primers especificos para cada variante
simultaneamente). A rtPCR diagnostica a infec¢cdo e pode até identificar, em escala mais grosseira,
alguns variantes. No entanto, variantes mais especificas com assinaturas em outras areas do genoma
nao serdo identificadas. Além disso, a rtPCR esté susceptivel a resultados falso-negativos decorrentes
de variagdes nas sequéncias em que os primers da PCR anelam, um evento raro mas possivel, e ja
descrito inclusive para SARS-CoV-2. A rtPCR, embora util e custo-efetiva para a detecgdo do virus,
nao gera a sequéncia do virus (nem parcial e muito menos total), e desta forma nédo é Util para estudos
filogenéticos, filodinamicos e de evolugdo viral. Em um cenario de salde publica em meio a uma
pandemia, a rtPCR é a mais indicada para laboratérios diagndsticos. Vale ressaltar, no entanto, que
meétodos filogenéticos e filogeograficos atualmente empregados no estudo da dispersao viral localizada
e internacional, pilares da vigilancia gendbmica de novas epidemias, requer técnicas de sequenciamento
viral para a obtencao de informacao filogenética qualificada.



Neste novo cenario da vigilancia em saudde publica, o sequenciamento parcial ou total do
genoma viral se torna essencial. Através das sequéncias do virus, podemos avaliar as relacdes entre
genomas virais de forma comparativa, e inferir relacdes evolutivas e filogenéticas entre eles. Isso
permite tracar as trajetorias de transmisséao do virus ao longo do espaco e, se aplicado um modelo de
relégio molecular, também sua trajetdria temporal. Essas metodologias permitem em ultima analise
inferir os padrées de dispersao global de um agente viral, 0 que tem sido feito de forma massiva para
0 SARS-CoV-2.

Embora a metodologia de sequenciamento por Sanger (com base na incorporacdo de didesoxi-
nucleotideos que interrompem a sintese da fita de DNA) possa ser utilizada para o sequenciamento do
genoma completo do SARS-CoV-2, este processo € dispendioso e demanda muito tempo, e por isso
ele é mais usado para o sequenciamento de regides parciais do virus. Ja os sequenciamentos do tipo
de nova geracgéo (NGS, do inglés “next-generation sequencing”) sdo atualmente muito menos custosos
e, desta forma, mais utilizados para sequenciar o genoma completo do SARS-CoV-2. Para a
identificacdo de variantes especificas do virus, o sequenciamento de Sanger precisa incluir regiées que
definam tais variantes (assinaturas), ao passo que as metodologias NGS de genoma total
necessariamente incluirdo tais assinaturas. Para fins de rastreio filogenético / filodinamico, o
sequenciamento do genoma completo do virus é notadamente importante, muitas vezes essencial, ja
que 0 SARS-CoV-2 possui poucas variacdes nucleotidicas fixadas em genomas de virus proximamente
relacionados (por exemplo, em um cluster de transmisséo local), possuindo poucos sitios informativos
filogeneticamente ao longo do genoma que permitam uma distingdo confiavel entre virus proximamente
relacionados.

Dentre as principais metodologias de sequenciamento de NGS utlizadas para o
sequenciamento do SARS-CoV-2 se encontram 0 sequenciamento por reads curtas ou por reads
longas. No primeiro caso, pequenos fragmentos ao longo de todo o genoma viral sdo amplificados por
PCR de forma multiplexada (em dois diferentes pools de rea¢des) e uma sequéncia-consenso viral
completa é montada in silico a partir dos pequenos fragmentos sobrepostos. Esta metodologia é
representada majoritariamente pela empresa lllumina no Brasil. No segundo caso, fitas Unicas séo lidas
e reads Unicas sao geradas, sendo a sequéncia-consenso gerada a partir do consenso destas fitas. No
Brasil, a tecnologia nanopore (Oxford) domina este tipo de metodologia. Cada uma destas duas
metodologias possui vantagens e limitagdes. Em estudos de evolugéo viral intra-hospedeiro, onde se
queira estudar o surgimento ou desaparecimento de variagbes nucleotidicas em uma ou varias
amostras ao longo do tempo dentro de um individuo infectado, o método de pequenas reads é mais
apropriado, pois possui menores taxas de erro de leitura dos nucleotideos sequenciados. Ele permite
a visualizacdo e analise de todas as varia¢cdes na populagdo de reads para cada posi¢do nucleotidica
da sequéncia do genoma viral, podendo-se calcular a frequéncia de tais variagbes. O limite das
frequéncias toma como base a profundidade do sequenciamento em cada posigdo, e € uma funcao da
prépria carga viral da amostra. Este tipo de analise ndo pode ser feita com metodologias de reads
longas como o nanopore, que possui taxas de erro de leitura de nucleotideos mais altas, gerando uma
guantidade grande de variag6es nucleotidicas de baixa frequéncia que s&o na verdade falso-positivas.
J& a metodologia de reads longas da Pacific Biosciences ndo possui tal limitagdo, mas seu custo
(equipamento e corrida) € superior e pouco usado no Brasil com propésito de sequenciamento de virus.
Por outro lado, a determinacdo de fase (ou colinearidade) entre duas variacdes nucleotidicas
encontradas, ou seja, se duas dadas variages se encontram na mesma molécula do genoma viral, s
pode ser alcancada com o uso de métodos de reads longas, onde as duas variagdes sao lidas a partir
de uma mesma fita de DNA durante o sequenciamento. Somente variagbes muito proximas na
sequéncia (aquelas que se encontrem dentro de uma mesma read curta) podem ter sua fase
determinada pelo sequenciamento de reads curtas, o que limita profundamente este tipo de analise
pelo método.

As plataformas de NGS de reads longas podem ser menos ou mais custosas (comparando-se
por exemplo a tecnologia Oxford nanopore com a da Pacific Biosciences), mas os rendimentos de cada
corrida sdo proporcionalmente menores com 0 menor custo. A tecnologia de reads curtas da lllumina
possui um custo e um desempenho intermediério (utilizando-se por exemplo a plataforma MiSeq). A
escolha destas diferentes tecnologias também deve levar em consideracéo a demanda de sequéncias
a serem geradas, dado que plataformas com alto desempenho requerem o acumulo de muitas amostras
para executar a reagdo de sequenciamento, enquanto plataformas com menor “throughput” podem
rodar menos sequéncias, mas de forma mais frequente.



Questéao 02

e Conceito de “cluster” em inferéncia filogenética e como comprovar a existéncia de clusters (uso de
sequéncias préximas, de localidade e data préximas, e de bases de dados).

e Limitacdes das analises de cluster (subamostragem, virus com taxa evolutiva lenta).

o Datacao de transmisséo, relégio molecular, ancestral comum mais recente.

e Limitacbes de relégio molecular e datagdo (virus com taxa evolutiva lenta, erros de
sequenciamento e geracdo de consenso).

e Filogeografia para dispersao espaco-temporal de virus.

¢ Limitacdo de amostragem na filogeografia / filodindmica: subamostragem, superamostragem, falta
de metadados.

O alinhamento de sequéncias gendmicas virais e a inferéncia de suas relacdes filogenéticas
podem ser utilizados para gerar hipéteses sobre as rotas de transmissédo do patdégeno. Neste sentido,
sequéncias virais de portadores do virus que tenham sido expostos a mesma fonte infectante
normalmente se agrupardo filogeneticamente num “cluster”. Uma confiabilidade maior deste
agrupamento, ou seja, rejeitando a hipétese nula de agrupamento destas amostras ao acaso, pode ser
adquirida incluindo-se na inferéncia filogenética sequéncias de casos de fora do “cluster” em questéo
e adicionalmente, sequéncias de referéncia de bases de dados globais mais proximas das sequéncias
do “cluster” (obtidas, por exemplo, através da recuperagao destas sequéncias com o uso da ferramenta
Blast do NCBI usando as sequéncias do “cluster” como “query”). A adicdo de sequéncias temporal e
geograficamente compativeis com as sequéncias do “cluster” a inferéncia filogenética também auxilia
na rejeicao da hipotese nula, caso aquelas ndo se agrupem no “cluster”. Ja a mistura de sequéncias-
referéncia ou de outra época ou local geografico tendem a rejeitar a hipotese da existéncia do referido
“cluster” com uma origem de exposi¢ao unica.

O método de analise de “clusters” possui limitagdes. O agrupamento entre duas sequéncias
néo pode ser utilizado, por exemplo, para confirmar a transmissao direto do virus entre dois portadores
ou a transmissdo de um Unico doador para varios recipientes, dado que a existéncia de outros
individuos ou fontes de exposicdo ndo amostrados (sem sequéncia disponivel) nunca pode ser
descartada. Isto pode mesmo ser verdadeiro quando dois determinados virus séo idénticos (sem
nenhuma substituicdo nucleotidica visivel entre eles), no caso de virus que possuem uma taxa de
evolugdo muito lenta (mais lenta do que a transmissao entre dois hospedeiros), como € o caso por
exemplo do SARS-CoV-2).

A taxa de substituicdo nucleotidica de um virus pode ser avaliada quando ha diversidade
genética suficiente entre os diferentes virus de uma linhagem ou “cluster’. Se além disso tivermos
disponivel as datas de amostragem de alguns destes virus, podemos associar esta informagdo com a
diversidade genética das sequéncias (aplicando um relégio molecular) e desta forma estimar a
sequéncia ancestral comum mais recente entre os virus comparados, obtendo assim a informacao de
quando no tempo aquela linhagem ou “cluster” comegou a circular naquela populagao de hospedeiros.
Este ancestral comum a todas as sequéncias derivadas pode assim ser inferido sem ser amostrado,
identificando a circulagé@o do virus mesmo antes da ocorréncia dos primeiros casos clinicos no caso de
uma infecgé&o viral patogénica.

A aplicacdo do rel6gio molecular para datacdo da circulagdo de virus por inferéncia filogenética
€ limitada pela raz@o entre a taxa de substituicdo e a taxa de transmissado do virus. No caso de a
primeira ser menor do que a segunda, a data da transmissdo nao poderd ser inferida, pois as
sequéncias gendmicas poderao ser idénticas, sem diversidade genética alguma entre elas. Para virus
com baixa diversidade genética acumulada, erros de sequenciamento ou ha geragédo de sequéncias-
consenso podem ser confundidos com a diversidade real, e podem afetar as estimativas das taxas de
evolucao e dos tempos de divergéncia entre duas ou mais sequéncias.

O uso de sequéncias gendmicas em analises filogeograficas e seu posicionamento na arvore
podem informar se eventos de transmisséo foram locais ou importados, particularmente se a anélise
tiver a associacdo de metadados, como informacdes de viagens, local de moradia etc. dos individuos



amostrados. A incorporacdo das datas de amostragem também permite a reconstrugdo do
deslocamento espaco-temporal do virus, informando onde e quando eventos de deslocamento de virus
podem ter ocorrido. No entanto, tais analises requerem cuidado especial na sua interpretacdo no que
concerne a extensdo e magnitude da amostragem. A subamostragem de determinados locais
geograficos poderé influenciar forte e erroneamente as conclusfes das analises filogeograficas, por
exemplo levando a uma subestimacédo do nimero de introducdes do virus a partir de outras localidades
(ou, reciprocamente, a uma superestimacao indevida da transmissdo comunitaria ou local). A auséncia
de metadados como informagdes de viagem também limita as analises filogeograficas tornando
impossivel discernir entre a transmissao direta do virus entre dois locais distintos ou 0 envolvimento de
um local intermediario no qual informacdes genbmicas nado estdo disponiveis. Por fim, a
superamostragem de determinados locais tendéncia a posiciona-los como locais doadores (fontes) do
virus. Neste caso, equilibrar as amostragens, reduzindo a quantidade de sequéncias utilizadas destes
locais, pode auxiliar na obtencao de conclusdes mais robustas.



